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Resumen 
Con esta investigación se buscó conocer la morfología de la semilla de granadilla y la 
respuesta de esta a varios tratamientos pregerminativos. Se determinó que la 
germinación de las semillas de granadilla aumenta a temperaturas alternas; 
principalmente a 20/30ºC, en oscuridad total, con la aplicación de ácido giberélico en 
condiciones de luz y con KNO3 en condiciones de laboratorio y vivero. El despunte apical 
mostró buenos resultados solamente en laboratorio. Las semillas almacenadas en cuarto 
frío presentaron altos porcentajes de germinación cuando se almacenaron en bolsas 
ziploc pero no en bolsas de papel; en condiciones de laboratorio ambos empaques 
mostraron porcentajes de germinación por encima del 45% durante los nueve meses de 
almacenamiento. Se adaptó una metodología para la evaluación de la actividad 
enzimática catalasa en las semillas de granadilla a lo largo del almacenamiento y se 
encontró que esta enzima aumenta su actividad a lo largo del periodo de 
almacenamiento en todas las semillas excepto en aquellas almacenadas en bolsas de 
papel en cuarto frío. Todos los resultados variaron de acuerdo con la accesión de las 
semillas. Se adaptó un protocolo para realizar cortes histológicos de la cubierta seminal 
de granadilla. Se logró una alta calidad de los cortes, se identificaron tres capas bien 
diferenciadas en el tipo de tejidos, sin una variación clara entre las cinco accesiones 
estudiadas. A nivel morfológico se identificó una accesión con color y tamaño diferentes 
al resto, que presentó 90% de germinación después de un año de almacenamiento. 
 
 
Palabras clave: Temperatura, luz, accesión, ácido giberélico, nitrato de potasio, 
catalasa, cubierta seminal. 
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(Passiflora ligularis juss). 
 
 
Abstract 
The aim of this research was to know the morphology of the granadilla seed and its 
response to various pregeriminative treatments. Was determined that germination of the 
granadilla seeds is enhanced at alternate temperatures; principally at 20/30ºC, under total 
darkness, with the application of gibberellic acid on light conditions, and with KNO3 in lab 
and nursery conditions. The apex removal showed good results only in lab. The seeds 
stored at cool room exhibited high germination percentages when were packed in Ziploc 
bags but not in paper bags; at lab conditions both packages, Ziploc and paper, showed 
germination percentages above 45% during the nine months of storage. A methodology 
to evaluate the catalase enzyme activity in the seeds through the storage period was 
adapted, founding that this enzyme enhances its activity through the storage period in all 
the seeds except there stored in cool room and packed in paper bags. All results vary 
depending of the accession of granadilla seeds. A protocol to make histological cuts of 
the seminal cover of granadilla seeds was adapted, achieving high quality of the cuts. 
Three layers were identified each one showed clear differences between its tissues. 
There wasn’t found a marked difference between the five studied accessions. At 
morphological level, an accession showed different color and size compared with other 
accessions, which got 90% of germination after a year of storage.             
 
Keywords: Temperature, light, accession, gibberellic acid, potassium nitrate, 
catalase, seminal cover. 
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 Introducción 
La propagación del cultivo de las pasifloras en general, se realiza comúnmente por 
semilla y esto se debe entre otras ventajas a la facilidad de este método, al mayor vigor 
de las plantas originadas de semillas y a la variabilidad genética de los huertos 
reproducidos de esta forma (Almeida et al., 1991; Lima y Trinidade, 2002; Maldonado, 
1991).  
 
La dependencia de semillas para el establecimiento de cultivos de pasifloras genera una 
alta demanda de este insumo. Actualmente, gran parte de los agricultores en Colombia 
utilizan semillas de sus propios cultivos, las cuales son obtenidas, muchas veces, sin 
criterios rigurosos de selección. Lo anterior refleja la necesidad de producir material 
vegetal con calidad garantizada; sin embargo, las semillas seleccionadas, utilizadas en 
cultivos con alta tecnología, son muy costosas (Catunda et al., 2003), y por lo tanto 
requieren un manejo cuidadoso; donde el almacenamiento representa un tema clave.  
 
La importancia del almacenamiento de semillas ha sido reconocida desde que el ser 
humano empezó a domesticar las plantas y las prácticas convencionales de 
almacenamiento se han desarrollado de experiencias previas de ensayo y error. Sin 
embargo, actualmente el principal objetivo de los bancos de germoplasma es el 
mantenimiento de la viabilidad de las semillas en un rango más amplio de especies por 
periodos indefinidos (entre 10 y 100 años), lo cual requiere un gran esfuerzo logístico y 
un conocimiento más profundo de la fisiología de las semillas (Hong y Ellis, 1996).  
 
La longevidad de las semillas presenta gran variabilidad entre las especies e incluso 
varía entre accesiones dentro de la especie debido a diferencias en el genotipo o el 
ambiente de desarrollo de la procedencia. La influencia de la procedencia sobre el 
potencial de longevidad de la semilla resulta de una combinación de efectos del ambiente 
durante la maduración de la semilla, la cosecha, el periodo de cosecha, el secado, la 
duración del secado, el ambiente antes del almacenamiento  de la semilla (Hong y Ellis, 
1996).     
 
Las semillas de todas las especies no responden igual al ambiente antes y durante el 
almacenamiento. Existen tres categorías principales de comportamiento de las semillas 
en almacenamiento: ortodoxas, recalcitrantes (Roberts, 1973) e intermedias (Ellis et al., 
1990). Las especies ortodoxas se pueden almacenar por largos periodos siempre y 
cuando se provean las condiciones ambientales adecuadas durante el almacenamiento. 
Las semillas recalcitrantes e intermedias presentan más inconvenientes, siendo factibles 
periodos de almacenamiento cortos  e intermedios, respectivamente y contando con los 
requerimientos propios de la semilla de cada especie (Hong y Ellis, 1996).  
 
Ya que el componente genético dentro de una especie juega un papel determinante en la 
capacidad de almacenamiento de las semillas (Hong y Ellis, 1996), es importante 
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conocer como las diferencias genéticas se relacionan con la fisiología de las semillas. En  
Pasifloras, los estudios al respecto aún son escasos, sin embargo, la cubierta seminal ha 
demostrado ser una buena opción para identificar especies (Perez et al., 2005), sin 
embargo, su utilidad para diferenciar accesiones de una misma especie y de asociarse 
con el comportamiento durante el almacenamiento, aún no se ha estudiado para el caso 
de pasifloras.         
 
Si se desconocen las condiciones óptimas para la germinación de una especie 
determinada, se dificulta la evaluación de los efectos del almacenamiento, ya que los 
resultados obtenidos podrían deberse a las diferencias en los métodos de evaluación de 
la calidad fisiológica, antes que a los efectos del almacenamiento como tal. Si no existen 
protocolos para evaluar la calidad fisiológica de una especie determinada, como en el 
caso de la granadilla, es indispensable definir las condiciones que permiten una mayor 
expresión de las variables de calidad fisiológica (porcentaje de germinación y viabilidad). 
 
Dentro de la familia Passifloraceae, el género Passiflora cuenta con cerca de 530 
especies; siendo el género numérica y económicamente más importante de esta familia 
(Ulmer y MacDougal, 2004). El interés económico principal es la producción de fruta. 
Este género presenta cerca de 60 especies con frutos comestibles, hasta ahora la mayor 
cantidad de especies con esta característica. Los usos potenciales de las plantas 
pertenecientes a este género son muy amplios; en varios estudios se ha reportado el uso 
de diferentes partes de éstas plantas como fuente de metabolitos secundarios sedantes, 
antiespasmódicos, antibacteriales (Dhawan et al., 2004) y con propiedades insecticidas  
(Fajardo et al., 1998).  
 
Dentro de las pasifloras el cultivo de la granadilla (P. ligularis) tiene gran importancia 
económica para el país, ya que, representa un importante renglón dentro de las 
exportaciones nacionales. La granadilla se encuentra dentro de las denominadas frutas 
exóticas, mercado del cual Colombia es el noveno proveedor del mundo. Dentro de este 
mercado, en los últimos años, la granadilla ha representado uno de los porcentajes más 
altos del valor de las exportaciones; ocupando el tercer puesto en 2007 (US$705.000) y 
el segundo en 2008 (US$2´500.000) después de la uchuva (Proexport, 2009). 
   
Lo anterior, sumado a las altas posibilidades de expandir este mercado, hace que la 
granadilla represente una excelente alternativa como cultivo en Colombia, si se tiene en 
cuenta además que un área extensa del país presenta las condiciones agroclimáticas 
óptimas para este cultivo. 
  
El área sembrada con granadilla ha venido aumentando en los últimos años en 
departamentos como Antioquia, Boyacá, Santander, Cundinamarca y Huila y se tiene 
planeado incrementar  esta área en los próximos años.  La expansión del cultivo requiere 
un aumento en la cantidad y la calidad del material vegetal para el establecimiento de 
nuevas áreas y para la renovación de cultivos viejos o afectados por enfermedades. La 
reproducción sexual aparece como una excelente alternativa, ya que, ofrece ventajas a 
nivel práctico, por el hecho de no necesitar mano de obra especializada. Por otra parte, 
aunque para el caso de granadilla no se ha hecho el estudio comparativo, en otros 
frutales, a esta forma de propagación se atribuyen mayor vigor de las plantas en 
comparación con aquellas propagadas asexualmente (Fischer, 2000).  
 
Uno de los inconvenientes de la reproducción sexual en la granadilla es que  presenta 
germinación errática, evidenciada en tiempos muy prolongados para germinar, bajos 
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porcentajes de plántulas emergidas y desuniformidad en el tamaño de las plántulas, lo 
que dificulta su manejo.  
 
A parte de su importancia económica, potencial y actual, las pasifloras representan un 
taxa de alta importancia ecológica, principalmente, en ambientes Andinos. Colombia 
cuenta con 167 especies de la familia Passifloraceae reportadas, cifra que lo convierte en 
el país más rico en diversidad de estas plantas; cabe resaltar que muchas zonas del 
territorio nacional aún están sin estudiar, lo cual indica que este número podría aumentar 
considerablemente (Ocampo et al., 2007).    
 
Los bosques en el norte de los Andes son una de las mayores prioridades de 
conservación a una escala global debido a su fragilidad, riqueza biológica, alta tasa de 
endemismo y a múltiples amenazas antropogénicas (Olson y Dinerstein, 1998). Como 
Passifloraceae posee una riqueza de especies, endemismo y riesgo de extinción  muy 
altos en esta área; y dadas sus múltiples interacciones ecológicas con varios organismos, 
al igual que su potencial económico, esta familia puede constituir tanto un objetivo como 
un buen indicador del éxito de los esfuerzos hechos en la conservación de este 
ecosistema (Ocampo et al., 2007). 
 
Con esta investigación se busca conocer la morfología de las semillas de granadilla y la 
respuesta de las mismas a diferentes tratamientos pregerminativos, con el fin de aportar 
para la propuesta de un protocolo de germinación que pueda ser implementado por los 
agricultores y viveristas para optimizar el uso de la semilla y producir material vegetal de 
mejor calidad. Además, con los resultados de esta tesis se espera profundizar en el 
conocimiento de la anatomía y fisiología de las semillas de granadilla para poder 
identificar temas clave para futuras investigaciones. 
    
Teniendo en cuenta la gran importancia práctica de la reproducción sexual en las 
pasifloras, los estudios realizados sobre germinación en estas especies son pocos 
(Passos et al, 2004, Delanoy et al., 2006). Algunas investigaciones muestran que  varias 
especies presentan latencia química (inhibidores en la cubierta) y mecánica (cubiertas 
endurecidas) de semillas, como Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (Alexandre et al., 
2004), P. mollissima (La Rosa, 1984) y P. nítida Kunth (Passos et al., 2004).  
 
Los porcentajes de germinación (PG) reportados para granadilla son muy variables, van 
desde menores al 20% (Salazar, 2000) hasta 72,2% (Romero, 2000). Sin embargo, estos 
resultados no se pueden discutir a profundidad ya que las diferencias en la metodología y 
las características de las semillas empleadas no son claras. Parte de este problema está 
relacionado con el hecho de que los protocolos para evaluar la calidad fisiológica de 
semillas de pasifloras no están bien definidos; solo se reporta una prueba estándar de  
germinación de P. edulis y no existen pruebas estándar para evaluar viabilidad de alguna 
especie de pasiflora (Brasil, 2009). Esto hace que las condiciones de evaluación de las 
semillas varíe y por ende los resultados también.  
 
La información publicada con relación a la germinación de semillas de granadilla en 
muchos casos no es clara y muchos resultados parecen ser contradictorios. Un ejemplo 
de la problemática la constituye el efecto del almacenamiento sobre el PG de la semilla. 
En Brasil, algunos autores han sugerido que las semillas de pasifloras almacenadas por 
algunos meses e incluso años a temperaturas medias (20-25ºC) y bajas humedades 
relativas (menores de 45%), o en nevera, pueden alcanzar PG más altos que semillas 
recién extraídas. Silva et al., 2002). Por otro lado, algunas publicaciones en Colombia 
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recomiendan poner a germinar las semillas de granadilla poco tiempo después de 
extraerlas del fruto, indicando la pérdida de viabilidad de las semillas con el 
almacenamiento (Castro, 2001). Esto se debe a que no se conocen las condiciones 
óptimas de almacenamiento de las semillas de esta especie.       
 
Las pasifloras presentan alta variabilidad genética inter e intra específica (Crochemore et 
al., 2003); para el caso de granadilla, Fajardo et al. (1998) encontraron una alta 
variabilidad intraespecífica, mayor que en otras pasifloras como P. edulis o P. maliformis. 
Al respecto no se ha tenido un avance considerable. Dicha variabilidad genética no se ha 
asociado con cambios en el fenotipo entre accesiones de esta especie, lo cual impide el 
establecimiento de materiales de granadilla genéticamente diferentes. Por lo tanto, las 
variaciones en el fenotipo, como el comportamiento germinativo, no se pueden atribuir 
con certeza al componente ambiental, al componente genético o a su interacción.            
 
Analizando los reportes de diferentes autores, se observa que para granadilla, los 
estudios sobre la fisiología de las semillas no han podido determinar exactamente la 
causa de la germinación errática de esta especie. La falta de unificación de la 
información contribuye a que no exista un paquete tecnológico adecuado para la 
producción de material vegetal. Actualmente, agricultores y viveristas adoptan 
metodologías convencionales que, en la mayoría de casos, repercuten en la baja calidad 
del insumo plántula, afectando así el desarrollo de los cultivos. El efecto de esta 
problemática puede tener gran influencia sobre la producción nacional de granadilla, si se 
tiene en cuenta la dependencia, casi exclusiva, del insumo semilla (plántula) para el 
establecimiento de los cultivos.   
 
¿Existen diferencias en la morfología de las semillas entre diferentes accesiones de 
granadilla?  
 
¿Cuáles tratamientos pregerminativos y condiciones  de temperatura y  luz ejercen el 
mayor efecto sobre la germinación de las semillas de granadilla? 
 
¿Qué efecto tiene la escarificación mecánica sobre la germinación y viabilidad de las 
semillas de granadilla? 
 
¿En qué medida las condiciones de almacenamiento afectan la germinación, viabilidad y 
actividad enzimática antioxidante de las semillas de granadilla? 
 
Con esta investigación se buscó conocer la morfología de la semilla de granadilla y la 
respuesta de esta a varios tratamientos pregerminativos, de materiales procedentes de 
cultivos comerciales del sur del Huila. Con este fin se plantearon los siguientes objetivos 
específicos: 
 
Caracterizar morfológicamente las semillas de cinco cultivares de granadilla 
 
Establecer los requerimientos de luz, temperatura y concentración exógena de ácido 
giberélico que necesitan las semillas de granadilla para poder germinar. 
 
Determinar el efecto de la escarificación mecánica sobre la germinación de cada uno de 
los cultivares y las diferencias entre estos. 
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Evaluar el efecto del periodo y condiciones de almacenamiento de las semillas sobre la 
germinación y actividad antioxidante de las mismas. 
 
Esto debido a que el cultivo de granadilla tiene gran importancia dentro de la economía 
nacional ya que ha tenido un aumento acelerado de su producción debido la alta 
demanda de esta fruta a nivel mundial y nacional (Observatorio Agrocadenas Colombia, 
2006). En Colombia, el área sembrada en granadilla en 1999 fue 913 ha con una 
producción de 10371,2 t, y para 2004 habían 1920,4 ha destinadas a este cultivo que 
produjeron 20464,7 t (Observatorio Agrocadenas Colombia, 2006).En el departamento de 
Huila, el cultivo de granadilla ha tenido un incremento bastante importante en los últimos 
años; en 1998 se tenían 7 ha reportadas de este cultivo con una producción de 63 t, 
mientras en 2004 existían 545 ha con una producción anual de 5760,5 t. 
 
La granadilla puede ser propagada sexual y asexualmente, siendo la vía sexual por la 
que se obtienen plántulas más vigorosas, con mejor formación de raíz y mayor vida 
productiva. Además representa menores costos y mayor facilidad para obtener el 
material, por lo cual, es el más utilizado entre los agricultores (Rivera et al., 2002).  
 
Con los resultados de esta investigación se espera dilucidar algunos aspectos de la 
fisiología de las semillas de granadilla, información útil para mejorar la reproducción 
sexual de este cultivo, ya que, permitirá crear protocolos de manejo de semillas 
enfocados a disminuir el tiempo y aumentar el porcentaje de germinación; esto se verá 
reflejado en la producción de un material vegetal más homogéneo, disminuyendo los 
costos para producirlo.       
 
La optimización de la producción de plántulas es cada vez más necesaria si se tiene en 
cuenta la demanda creciente de nuevas áreas para la granadilla. Actualmente, para el 
departamento del Huila se calcula que se requieren 353.000 plántulas de granadilla por 
año para renovar cultivos perdidos por enfermedades y además, se necesitarían cerca 
750.000 plántulas nuevas de maracuyá y granadilla con el fin de aumentar en 50% el 
área actual de producción de estos cultivos, cifra que quiere lograr la gobernación de 
este departamento.  
   
Con la definición de un protocolo de germinación para las semillas de granadilla y con la 
caracterización morfológica de diferentes accesiones, se facilitará el estudio posterior de 
la fisiología y anatomía de las mismas. La información generada aportará al conocimiento 
taxonómico sobre las semillas de pasifloras que pueden ser usados con fines de 
clasificación y/o asociación a características genéticas de interés (marcadores 
taxonómicos). 
 
Finalmente, es importante estudiar el efecto del almacenamiento sobre las semillas de 
los dos cultivares de granadilla. Esta información permitirá a los productores desarrollar 
métodos y estrategias para disponer oportunamente de material vegetal tanto en 
cantidad, como en calidad para establecerlo en diferentes épocas, incrementando de 
esta forma la productividad por cantidad de material sembrado (Bittencourt et al., 1997, 
Usberti y Gomes, 1998, Salazar, 2000). 
 
 
 

  
 
1. Efecto del ácido giberélico, nitrato de 
potasio y escarificación sobre la 
germinación de semillas de granadilla 
(Passiflora ligularis Juss.) en diferentes 
condiciones ambientales 
1.1 Resumen 
En este estudio se buscó determinar el efecto de la temperatura, condiciones de luz, 
presencia de ácido giberélico (GA3), KNO3 y la escarificación sobre la germinación de las 
semillas de granadilla. Se evaluó la germinación de semillas sometidas a diferentes 
concentraciones de GA3 (50, 100, 200 y 400 mg L-1) y a diferentes tipos de escarificación 
mecánica (con lija, despunte apical y despunte basal). Todos los tratamientos de GA3 y el 
despunte basal produjeron aumentos en la germinación Se tomaron estos tratamientos 
para evaluarlos a diferentes condiciones de luz (12 h d-1 ó completa oscuridad) y 
temperatura (15, 20, 25, 25/15 ó 30/20ºC) en semillas de dos accesiones (PrJ1 y PrJ2). 
Se encontró que las temperaturas alternas favorecen significativamente la germinación, 
la respuesta de las semillas a los tratamientos varía con el cambio en este factor 
(temperatura). Al evaluar el efecto de cuatro concentraciones (0, 0,1, 0,2 y 0,5) de KNO3 
sobre la germinación de estas semillas; se encontró que esta sal al 0,1% aumentó 
significativamente la germinación (96,33, para PrJ1). En invernadero, ninguno de los 
tratamientos con GA3 presentó diferencias significativas con el testigo (82 para PrJ1), 
mientras el tratamiento con KNO3 mostró un aumento significativo del PG (92% para 
PrJ1). El despunte basal alcanzó los PG más bajos de todos (12 y 33, para PrJ1 y PrJ2 
resp.). La masa seca de las plántulas, a los 15 d de emergidas, provenientes de semillas 
de PrJ1 embebidas con KNO3 mostraron un aumento significativo en el área foliar total 
(24, 06 cm2) y en la masa total (153 mg). 
1.2 Introducción 
La germinación puede ser definida como la emergencia y desarrollo, a partir del embrión, 
de todas aquellas estructuras esenciales que son indicativas de la habilidad de la semilla 
para producir una plántula normal bajo condiciones favorables (AOSA, 2000). Por lo 
tanto, cuando se evalúa la germinación esta es considerada como la emergencia y 
desarrollo de la plántula a un estado tal que el aspecto de sus estructuras esenciales 
indica si la plántula es o no capaz de desarrollarse en una planta (ISTA, 2006). En 
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Passiflora, se puede definir una plántula normal como aquella que presente la raíz 
principal alargada, delgada, linear o sinuosa, con o sin raíces secundarias, con hipocótilo 
verde, largo y cilíndrico, erecto, las raíces adventicias pueden ocurrir en el cuello y en la 
base del hipocótilo. Los peciolos cotiledonares se unen verticalmente. En P. edulis Sims 
la yema apical se caracteriza por ser diminuta. Estas estructuras: raíz, hipocotilo, 
cotiledones y yema apical constituyen las estructuras esenciales de la plántula para 
desarrollarse y formar una planta bien establecida. Las plántulas consideradas como 
anormales son aquellas que presentan daños físicos, malformaciones o daños severos 
por enfermedades (Pereira y Andrade, 1994). 
      
Cuando una semilla no germina puede ser debido a que no puede absorber agua ó 
porque está muerta o latente (ISTA, 2006). La latencia hace referencia al estado 
fisiológico en el cual una semilla viable no germina aún si se encuentra en condiciones 
ambientales favorables para hacerlo. Esta es una estrategia evolutiva que tiene como fin 
evitar que la semilla germine en condiciones donde la sobrevivencia de la plántula pueda 
estar en riesgo (Ellis et al., 1985a; Schmidt, 2000). Las semillas pueden entrar en latencia 
mientras se encuentran en la planta madre (latencia primaria) o desarrollarla después de 
la dispersión (latencia secundaria), debido a las condiciones ambientales (Hartmann et 
al., 1997).  
 
La latencia también puede ser clasificada en exógena, endógena o doble. La latencia 
exógena depende de factores externos al embrión. Esto incluye tejidos maternos en la 
semilla o fruto que crean una barrera para la germinación. Este tipo de latencia se divide 
en latencia física (testa impermeable), mecánica (restricción del crecimiento de la 
radícula) y química (inhibidores en la cubierta seminal). La latencia endógena es 
impuesta por factores a nivel embrional y puede ser dividida en morfológica (embrión sin 
desarrollar o estado de madurez incompleta) y fisiológica (factores internos del embrión). 
La latencia doble es una combinación de diferentes clases de latencia (Hartmann et al., 
1997).     
1.2.1 Germinación en semillas de pasifloras 
La germinación de semillas de las pasifloras es lenta. Delanoy et al. (2006) reportan que 
las semillas de curuba empiezan a germinar 9 d después del inicio de la prueba y 
transcurrido un mes alcanzan 50% de la germinación. Sin embargo, el periodo y el 
porcentaje de germinación varían mucho con las condiciones en que se realice la prueba 
(Aular et al., 1996, Meza et al., 2007).  
 
Santos et al. (1994) afirman que el inicio de emergencia en semillas de granadilla ocurre 
entre 19 y 25 días después de la siembra, registrándose un aumento máximo entre 30 y 
60 días (d). En concordancia con lo anterior, Romero (2000) realizó la evaluación de la 
germinación de semillas de granadilla durante 75 d mientras Salazar (2000) reportó los 
mayores PG entre los 50 y 60 d después de ponerlas a germinar en papel filtro.     
1.2.2 Latencia en semillas de pasifloras 
Los miembros del género Passiflora presentan latencia exógena, que puede ser una 
combinación de latencia mecánica y química (Ellis et al. 1985b). Estas tienen una 
cubierta seminal leñosa con una capa interna semipermeable. Las capas seminales 
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permiten la entrada de agua durante la imbibición pero contienen inhibidores fuertes, los 
cuales no se pueden eliminar fácilmente debido a las capas semipermeables. Lo anterior 
se ratifica con el hecho que los embriones extraídos germinan fácilmente (Ellis et al. 
1985b). También se sugiere la presencia de latencia mecánica en semillas de pasifloras 
debido al aumento de la germinación y del vigor cuando se utiliza escarificación 
mecánica en semillas de maracuyá (Wagner et al., 2005).    
1.2.3 Escarificación y aplicación de ácido giberélico en semillas 
de pasifloras 
La escarificación consiste en la remoción parcial o completa o el debilitamiento de las 
cubiertas seminales; esta práctica puede aumentar el PG de semillas de maracuyá 
(Wagner et al., 2005) y de gulupa (Morley-Bunker, 1980).  
 
La escarificación con lija o en licuadora no mejora la germinación en granadilla (Romero, 
2000). Por otro lado, Delanoy et al. (2006) recomiendan, para aumentar la germinación 
de las semillas de curuba, remover el punto basal de las semillas (PG de 27%) o remover 
el punto basal y embeber las semillas en una solución de 50 ppm GA3 por 48 h (18% 
germinación). Igualmente, en gulupa (Morley-Bunker, 1980) o P. alata (Rossetto et al., 
2000), el rompimiento mecánico de las cubiertas seminales junto con la aplicación de 
ácido giberélico GA3 favorece la germinación de las semillas. 
 
Dentro de las funciones específicas de las giberelinas están la inducción de la 
germinación de la semilla, la promoción de la elongación del hipocótilo y el tallo y la 
regulación del desarrollo del polen (Richards et al., 2001). Mutantes deficientes en GA3 
no pueden iniciar el proceso de germinación de la semilla (Koornneef y Veen, 1980, Liu 
et al., 1994)    
 
Melo et al. (1999) encontraron que al sumergir semillas de P. nítida en soluciones de 
ácido giberélico se aumentó el PG, mientras Passos et al (2004) reportan que en semillas 
de esta misma especie, los efectos de diferentes concentraciones de GA3 disminuyen el 
efecto de la luz sobre la germinación, además observaron que las mayores concentración 
de GA3 coincidieron con los mayores PG sin importar las condiciones de luz. 
 
En P. giberti la aplicación de GA3 en concentraciones entre 150 y 600 mg L-1 no fue 
suficiente para superar la latencia de las semillas (Ferreira et al., 2002). 
1.2.4 Luz y temperatura en la germinación de semillas de 
pasiflora 
Los requerimientos ambientales para la germinación de las semillas de pasifloras son 
muy variables dependiendo de la especie (Akamine et al., 1956), sin embargo, para la 
mayoría, los mejores resultados se obtienen con temperaturas alternas, como el caso de 
P. edulis Sims f. flavicarpa  (Pereira y Andrade, 1994) y P. giberti (Oliveira et al., 1998).  
 
La temperatura influye sobre el porcentaje final, la velocidad y la uniformidad de la 
germinación, sobre la absorción de agua por las semillas y por tanto, sobre las 
reacciones bioquímicas que participan en el proceso. Así, la germinación solo ocurrirá 
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dentro de determinados límites de temperatura donde el proceso ocurre con máxima 
eficiencia. Las temperaturas alternas favorecen la germinación de un gran número de 
especies (Bewley y Black, 1982), ya que  asemejan lo que ocurre en la naturaleza donde 
las temperaturas diurnas son más altas que las nocturnas; al respecto existen algunas 
hipótesis que intentan explicar esta situación, sin embargo ninguna es totalmente 
satisfactoria (Carvalho y Nakagawa, 1988; Osipi y Nakagawa, 2005). En algunas 
especies, la alternancia de temperatura parece afectar principalmente los niveles de 
germinación y la uniformidad, pero en muchas otras son bien claros los efectos sobre la 
inducción de la liberación de la latencia, existiendo algunas que exigen puntualmente 
esta condición ambiental (Osipi y Nakagawa, 2005).    
 
En cuanto a la temperatura, para el caso de maracuyá se aconseja realizar la prueba de 
germinación a temperatura alterna 30/20ºC (Osipi, 2000). Igualmente, la alternancia de 
temperatura entre 25 y 35oC favorece la germinación de semillas P. caerulea L. 
previamente escarificadas (Severin et al., 2004). 
 
Se ha demostrado que la temperatura afecta la concentración de y la sensibilidad a GA 
(Derkx y Karssen, 1993; Yamaguchi et al., 2004), la tasa de reversión en la oscuridad 
(Kristie y Fielding, 1994; Henning y Schafer, 2001) y posiblemente la tasa de 
fotoconversión del fitocromo (Pons, 1986); el fitocromo tiene un efecto dependiente de la 
temperatura sobre la germinación (Heschel et al., 2007).      
 
La luz promueve o inhibe la germinación de semillas en algunas especies. Entre las 
semillas sensibles, aquellas que son inhibidas por la luz son denominadas fotoblásticas 
negativas (Salisbury y Ross, 1992). La influencia de la luz es ejercida por el efecto de 
longitud de onda (calidad), intensidad y por la duración (fotoperíodo) (Bewley y Black, 
1985). En las semillas fotosensibles, el fitocromo es el fotoreceptor principalmente 
asociado con la captación y transmisión del estímulo bajo la forma activa (Pfr) 
(Frankland, 1981). 
 
La inhibición de la germinación debida a la luz se presenta principalmente en semillas de 
especies no domesticadas (Salisbury y Ross, 1992). El número de especies herbáceas 
que presentan germinación fotoblástica negativa es muy reducido (Baskin y Baskin, 
1988). Sin embargo, la germinación ha mostrado ser inhibida por la luz en numerosas 
especies cultivadas (Maciel y Bautista, 1997, Nau, 1989).  
  
Con esta investigación se espera conocer el efecto de la aplicación exógena de GA3, la 
escarificación mecánica y el KNO3 sobre la germinación y viabilidad de semillas de 
granadilla, tanto en condiciones controladas de luz y temperatura, como en vivero.  
1.3 Materiales y métodos 
1.3.1 Localización 
 
Se identificaron, colectaron y caracterizaron frutos de dos accesiones existentes en un 
cultivo comercial ubicado en la vereda El Roble del municipio de Palestina (Huila), 
considerado el mayor productor de granadilla en Colombia, a 01°41,630´N, 
076°07,387´W a 1.807msnm.  
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En el laboratorio de Fisiología Vegetal de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Nacional de Colombia sede Bogotá se realizó el análisis fisicoquímico de los frutos con el 
fin de seleccionar las accesiones para los experimentos y se realizaron las pruebas de 
germinación y viabilidad finales. 
 
Una segunda prueba exploratoria de germinación se realizó en el laboratorio de Biología 
Molecular del Departamento de Biología de la facultad de ciencias de la misma 
universidad.  
 
La validación en vivero tuvo lugar en las instalaciones del vivero de la Corporación 
CEPASS-HUILA, en el municipio de La Plata, Huila. Durante la germinación, las 
temperaturas estuvieron entre 18 y 34ºC, con HR entre 61 y 99%, en el cuarto oscuro del 
vivero, en el invernadero (cubierta plástica) de propagación vegetal la temperatura se 
mantuvo entre 20 y 33ºC. 
1.3.2 Material vegetal 
Las semillas analizadas se obtuvieron de dos accesiones, que se denominaron para este 
trabajo como PrJ1 y PrJ2. Se seleccionaron estos materiales por presentar 
características contrastantes en el tamaño del fruto (PrJ2 presenta frutos de mayor 
tamaño que PrJ1), mientras que PrJ1 presenta mayor número de frutos y su producción 
es más constante a lo largo del año que PrJ2, según datos del productor. Estas 
características podrían implicar diferencias en el genotipo de los materiales y al ser 
seleccionados de la misma finca, se garantiza el mismo ambiente en el desarrollo de las 
plantas madre y durante la formación de la semilla; los cuales han demostrado, en otras 
especies, modificar las características de germinación y latencia de las semillas (Latzel y 
Klimesová, 2010; Khalil et al., 2010).  
 
La primera colecta de semillas se realizó en el mes de febrero de 2010, con la cual se 
realizaron las primeras pruebas exploratorias, luego en el mes de mayo se colectaron las 
semillas para las pruebas posteriores. Las semillas para la evaluación del efecto de las 
diferentes temperaturas se colectaron en el mes de julio. En todos los casos se 
seleccionaron frutos de calidad 1 con color 5 ó 6, según la norma técnica colombiana 
para granadilla (ICONTEC, 1997).  
 
Los frutos colectados se llevaron al laboratorio, en Bogotá, se sacaron las semillas con el 
arilo y se dejaron fermentando por 3 d para luego remover el arilo. Las semillas libres de 
arilo se secaron a la sombra en papel absorbente por 5 d antes de iniciar las pruebas de 
germinación. 
 
Para la evaluación del efecto del KNO3 se utilizaron semillas con un mes de 
almacenamiento en bolsas de papel en ambiente de laboratorio, que registró 21ºC y 58% 
de temperatura y humedad relativa promedio, respectivamente.  
 
Para la validación en invernadero, se utilizó semilla recién extraída, para lo cual se 
realizó una nueva colecta de frutos de las dos accesiones seleccionadas, durante el mes 
de enero de 2011. 
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1.3.3 Diseño experimental 
Se realizaron dos pruebas exploratorias y una principal de germinación, una para evaluar 
el efecto del KNO3 y la validación en vivero. En la primera prueba (exploratoria) se utilizó 
un diseño completamente al azar con dos tratamientos que correspondieron a las 
accesiones (PrJ1 y PrJ2). Esta prueba se realizó a 25ºC de temperatura constante.  
 
En la segunda prueba, realizada a temperaturas alternas 25/15ºC, se utilizó un diseño 
completamente al azar con arreglo factorial de 2X2X7, donde el primer factor 
correspondió a la accesión de la semilla (PrJ1 y PrJ2),el segundo a  la condición de luz 
(oscuridad total ó luz por 12 h d-1) y el tercero al tratamiento aplicado a la semilla, (4 
concentraciones de GA3: 50, 100,200 y 400 mg L-1, tres tratamientos de escarificación 
mecánica: despunte basal (DB), despunte apical (DA) y escarificación con lija, y un 
tratamiento sin escarificación y sin la aplicación de GA3.  
  
Se realizó una prueba de germinación (principal) con diseño completamente al azar con 
arreglo factorial de 5X2X2X6 para un total de 120 combinaciones. La temperatura 
constituyó el primer factor con un total de cinco niveles: 15, 20, 25, 25/15 y 30/20ºC, el 
segundo fue la accesión (PrJ1 y PrJ2), el tercero la condición de luz (oscuridad total ó luz 
por 12 h d-1), el cuarto: el tratamiento aplicado a la semilla, en este caso tuvo seis niveles: 
cuatro concentraciones de GA3: 50, 100,200 y 400 mg L-1, el despunte basal (DB) y un 
tratamiento sin escarificación y sin aplicación de GA3 (testigo). 
 
Para evaluar el efecto del KNO3 se utilizó un diseño completamente al azar con un 
arreglo factorial de 2X4. El primer factor fue la accesión (PrJ1 y PrJ2) y el segundo la 
concentración de KNO3 (0, 0,1, 0,2 y 0,5 %,p/v). 
 
Para la validación en vivero, se utilizó el mismo diseño que las pruebas anteriores, en 
este caso, el factorial de 2X7 estuvo representado por las dos accesiones ya nombradas 
y 7 tratamientos aplicados a las semillas antes de la siembra en turba (GA3: 50, 100,200 
y 400 mg L-1, DB y 0,1% de KNO3). 
1.3.4 Pruebas de germinación y viabilidad  
Para realizar estas pruebas se siguieron las normas de la ISTA (1996), tomando 100 
semillas como unidad experimental, distribuidas en dos submuestras de 50 semillas y 
cuatro repeticiones por tratamiento, para un total de 400 semillas por tratamiento.  
 
Las pruebas de germinación se realizaron en cajas de Petri con papel filtro de 65 g m-2, 
las cuales se ubicaron en cámaras LMR-351 con manejo de temperatura, humedad 
relativa y luz. Las cámaras presentan bombillas fluorescentes (luz blanca), en este 
experimento se dejaron encendidas 9 bombillas para los tratamientos con luz, las cuales 
produjeron un flujo de fotones de 420 µmol.m-2 .s-2.      
 
Todas las pruebas se realizaron bajo una humedad relativa del 85%.  
Para asegurar la humedad constante y evitar la presencia de patógenos que pudieran 
alterar los resultados, el papel filtro se cambió cada 5 d durante la prueba.  
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En las pruebas de germinación exploratorias, se utilizaron 3 mL de agua por cada caja de 
Petri, para la prueba de germinación principal se utilizaron 2 mL para evitar la 
fermentación de las soluciones y la presencia de hongos. Las semillas de granadilla han 
demostrado ser sensibles a los excesos de agua en condiciones de germinación en caja 
de Petri con papel filtro.  
 
La prueba de viabilidad se tuvo que ajustar como se describe más adelante (numeral 
2.4.1).  
1.3.5 Tratamientos 
Los tratamientos de las soluciones de GA3 y KNO3 se aplicaron a las semillas durante 
toda la prueba de germinación (30 d) en el laboratorio. En invernadero, las semillas se 
dejaron en papel absorbente humedecido con estas soluciones durante 2 d y luego se 
sembraron en turba sin nutrientes. 
 
Como fuente de ácido giberélico se utilizó un producto con el 98% de pureza de esta 
molécula. 
 
El despuente apical (DA) y basal (DB), consistió en remover las respectivas partes de la 
testa (figura 1) con un cortaúñas, tratando de no afectar la parte interna de la semilla. 
Para la escarificación con lija, cada semilla se lijó suavemente en medio de dos hojas de 
papel lija. Se descartaron aquellas semillas que presentaban la parte interna 
(endospermo) expuesta.  
 
Figura 1-1: Vista al estereoscopio de las partes de la semilla de granadilla luego de 2 d de 
imbibición. 
 
 
Para definir las condiciones de la prueba de viabilidad se sometieron las semillas 
a tres cortes, por la mitad de forma transversal, longitudinal y lateral, también se 
realizó punzamiento y se dejaron las semillas intactas en soluciones de 1 y 0,5% 
de cloruro de trifeniltetrazolio a 30 y a 32ºC, por 6,12, 24 y 48 h. 
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1.3.6 Variables y muestreo 
La germinación se registró cada tercer día después de los siete primeros días de la 
prueba y hasta los 30 d que  duró la misma. Como parámetro de germinación se tomó 
que la radícula tuviera 2cm de largo y no presentara malformaciones, esto con el fin de 
poder identificar posibles irregularidades en las radículas. Las radículas se tomaron como 
normales siguiendo los criterios de Pereira y Andrade (1994); se descartaron las 
radículas maltratadas, truncadas o deterioradas.  
 
Con los datos del muestreo en el tiempo se hallaron los índices: tiempo medio de 
germinación (TMG) y velocidad media de germinación (VMG), siguiendo las ecuaciones 
(1) y (2), respectivamente. 
 
 
ࢀࡹࡳ ൌ ∑ ࢔࢏࢚࢏࢑࢏ୀ૚ /∑ ࢔࢏ܓ࢏ୀ૚                                        (1) 
 
ࢂࡹࡳ ൌ෍ ࢔࢏/࢚࢏
࢑
࢏ୀ૚
                                                  (2) 
 
Donde: 
ni = número de semillas germinadas en la iésima toma de datos 
ti ൌ  tiempo (en días) de la iésima toma de datos  
K = Tiempo  (en días) de duración de la prueba de germinación 
  
Tomadas de Ranal y Santana (2006) y Anjum y Bajwa (2005). 
 
El PG se tomó como la sumatoria de todas las semillas germinadas en los días del 
muestreo sobre el total de semillas puestas en la caja de Petri (Ranal y Santana, 2006; 
Anjum y Bajwa, 2005).   
 
La evaluación de la germinación se realizó teniendo cuidado de no exponer las semillas a 
luz natural o luz artificial, externa al tratamiento, de forma directa, especialmente con las 
semillas del tratamiento de oscuridad, ya que en granadillla no se conoce el grado de 
fotosensibilidad de las semillas; algunas especies presentan alta fotosensibilidad y los 
efectos lumínicos son activados con destellos (exposiciones cortas) de luz (Scopel et al., 
1994). 
 
Las pruebas de viabilidad se realizaron en las semillas recién extraídas y en las semillas 
que no presentaron protrusión de la radícula luego de la prueba de germinación. Los 
datos de viabilidad de las semillas que no germinaron luego de la prueba se expresan en 
porcentaje (tabla 6), es decir el número de semillas viables sobre el total de semillas sin 
germinar (sin protrusión). 
 
Los criterios de viabilidad fueron principalmente la tinción fuerte del embrión, descartando 
tanto daños por heridas como coloraciones muy intensas relacionadas con daño 
mecánico de los tejidos; tal como se describe en el numeral 2.4.1. 
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1.3.7 Validación en vivero 
Los tratamientos evaluados en laboratorio también se evaluaron en condiciones de 
invernadero. Con este fin, se colectaron nuevamente frutos de las accesiones ya 
nombradas (PrJ1 y PrJ2) y se extrajeron, limpiaron y secaron las semillas por tres días. 
Las semillas se dejaron por 2 d en las soluciones de GA3 (50, 100, 200 y 400 mg L-1), 
KNO3 (0,1%, p/v) y en agua las semillas testigo y las semillas con DB. Las semillas 
imbibidas se pusieron a germinar en bandejas de 75 alvéolos con turba alemana sin 
adición de nutrientes; sustrato recomendado para la propagación de pasifloráceas. Las 
bandejas se humedecieron hasta capacidad de campo y se ubicaron dentro del cuarto 
oscuro del vivero durante 10d. Luego las bandejas se pasaron al invernadero de cubierta 
plástica donde permanecieron por 22 d. La prueba duró en total 32 d. en los cuales se 
registró la emergencia de las plántulas cada 2d. Al final se calculó el PG, el TMG y la 
VMG.  
 
También se midió el área foliar, el peso seco total, el peso seco del tallo, las hojas y las 
raíces de cada plántula a los 15 d después de iniciar la emergencia, de los tratamientos 
con KNO3 y de los testigos testigo, en ambas accesiones, tomando cinco repeticiones por 
tratamiento. En este caso no se evaluaron los tratamientos de GA3. Con estos datos, se 
calculó el área foliar específica (área foliar/peso de las hojas) y la relación raíz/parte 
aérea.        
1.3.8 Análisis estadístico 
Se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas con ayuda del 
paquete estadístico SAS, se encontró que los datos no presentaron normalidad en los 
residuales y se procedió a transformar los datos con la función arcosen √(PG/100), 
usualmente utilizada en estudios de germinación (Wagner et al., 2006). Luego de la 
transformación se volvieron a verificar los supuestos del modelo y se procedió a realizar 
un ANAVA y a evaluar las diferencias entre los tratamientos mediante una prueba de 
Tukey (P<0,01).  
 
En todos los casos se usó el paquete estadístico SAS (Statistical Analysis System), 
versión 9.1. 
1.4 Resultados 
1.4.1 Parámetros de viabilidad 
La metodología seleccionada para la evaluación de la germinación fue el corte 
longitudinal de la semilla (fig. 2A) en solución de 0,5% de trifenil tetrazolio a 32ºC durante 
24 h, esto ya que las otras metodologías no presentaban uniformidad en los resultados 
entre las repeticiones o no presentaban coloración alguna.  
 
Se tomaron como semillas viables, aquellas que presentaron una coloración intensa en la 
mayor parte de los cotiledones y en el embrión, principalmente de su ápice (figura 1-2B), 
y como no viables, aquellas que no presentaban coloración en dicha estructura a pesar 
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de presentar coloración en cotiledones. Las heridas pueden causar coloración sin ser 
indicadores de viabilidad, por lo tanto la coloración de la zona del corte no se tuvo en 
cuenta para definir la viabilidad (figura1-2C). 
 
Los porcentajes de viabilidad de las semillas recién extraídas fueron mayores al 95% 
para ambas accesiones. 
 
Figura 1-2: Corte y patrones de coloración de la prueba de viabilidad de semillas de 
granadilla. A, corte longitudinal de la semilla. B, patrones de coloración de semillas 
viables. C, patrones de coloración de semillas no viables.     
  
A  
 
B   
C   
1.4.2 Pruebas preliminares y definición de tratamientos 
En la primera prueba de germinación, no se reportó germinación durante los 30 primeros 
días, a los 40 d empezaron a germinar algunas semillas, en ninguno de los casos se 
superó el 20% de germinación y había mucha desuniformidad entre las repeticiones de 
cada accesión.  
 
Se procedió a evaluar la germinación bajo temperaturas alternas 25/15ºC.  
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Los datos de todas las pruebas de germinación fueron sometidos a la transformación 
arcoseno √(PG/100), debido a que ninguna presentó normalidad en los residuales, con la 
transformación, en todos los casos se cumplían los supuestos de normalidad y 
homogeneidad de varianzas. 
 
En la prueba preliminar se encontró que hubo efecto significativo de la interacción de los 
tres factores evaluados sobre la germinación de las semillas (tabla 1-1).    
 
Tabla 1-1: Porcentaje de germinación de semillas de granadilla de dos accesiones en 
oscuridad total (O) ó 12h diarias de luz (L), sometidas a ocho tratamientos pregerminativos: 
despunte apical (DA), despunte basal (DB), escarificación con lija, con 400 (G40), 200 (G20), 100 
(G10) ó 50 (G5) mg L-1 de GA3, ó sin someter a ningún tratamiento (testigo).  
 
Condición 
de luz 
Tratamiento 
de semilla 
Germinación (%) 
PrJ1 PrJ2 
O 
G40 64,66 a 6,7 b 
G20 28,67 ab 6,65 b 
G10 28,66 ab 2 b 
G5  31,33 ab 2 b 
D.B. 0 b 19,3 ab 
D.A. 0 b 0 b 
Lija 0 b 0 b 
Testigo 19,67 ab 0 b 
L 
G40 11,33 b 29,3 ab 
G20 20 ab 6,67 b 
G10 23,34 ab 20 ab 
G5  11,3 b 11,3 b 
D.B. 0 b 0 b 
D. A. 0 b 0 b 
Lija 0 b 0 b 
Testigo 21 ab 3,25 b 
Letras diferentes indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (P<0,01). 
 
En la tabla 1-1 se muestran los datos de PG de las pruebas preliminares realizadas a 
25/15ºC durante un mes. El único tratamiento que presentó diferencias significativas 
(P<0,01) con el testigo fue 400 mg L-1 de GA3 en semillas de PrJ1, pero todos los 
tratamientos con GA3 mostraron mayores PG que los testigos, excepto para PrJ1 en 
condiciones de luz, donde GA3 a 50 y a 400 mg L-1 presentaron una reducción del PG 
mayor al 50 % en comparación con el testigo. 
 
Para el caso de PrJ2 en condiciones de oscuridad, los mejores resultados se lograron 
con el tratamiento de DB (19,3%), indicando que puede ser una alternativa para mejorar 
la germinación de esta especie. Los otros tratamientos de escarificación no presentan 
germinación en ninguno de los casos. Esto puede indicar que las semillas de granadilla 
son sensibles al daño mecánico, sin embargo, con el DB se obtienen buenos resultados 
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ya que puede estar eliminando la parte de la cubierta seminal y el endospermo que está 
impidiendo la protrusión de la radícula (tabla 1-1).  
 
Los materiales evaluados no respondieron en la misma forma a los tratamientos, lo cual 
sugiere posibles diferencias en los requerimientos para la germinación entre los 
genotipos de granadilla. 
1.4.3 Efecto de la temperatura y condiciones de luz en la 
germinación y viabilidad  
Con base en los resultados de las pruebas preliminares de germinación a 25/15ºC, se 
seleccionaron los tratamientos del siguiente experimento, donde además de los factores 
ya analizados, se tuvo en cuenta el comportamiento de estos tratamientos en diferentes 
temperaturas (tablas 1-2 a 1-6).  
 
Tabla 1-2: ANAVA para el PG, TMG, VMG y el porcentaje de semillas viables de 
acuerdo con los factores: accesión (ACCE), temperatura (TEMP), condiciones de luz 
(LUZ) y tratamientos aplicado directamente a las semillas (SEM) y sus interacciones.  
 
  PG TMG VMG Viabilidad 
ACCE ** ** NS NS 
TEMP ** ** ** ** 
LUZ ** ** ** NS 
SEM ** ** ** ** 
TEMP*ACCE ** NS ** NS 
TEMP*LUZ ** ** ** ** 
TEMP*SEM ** ** ** ** 
ACCE*LUZ NS NS NS NS 
ACCE*SEM ** NS ** NS 
LUZ*SEM ** NS ** * 
TEMP*ACCE*LUZ ** ** ** NS 
TEMP*ACCE*LUZ*SEM ** ** ** NS 
                             **=P<0,01, *=P<0,05, NS= no significativo 
 
La interacción de los cuatro factores fue significativa para el PG, TMG y VMG pero no 
para la viabilidad (tabla 1-2). Todos los factores afectaron significativamente el PG y el 
TMG. La mayoría de las interacciones fueron significativas para el PG y VMG, mientras 
que el TMG no se vio afectado significativamente por las interacciones de la accesión 
con los factores ambientales, sugiriendo que la variación en el TMG a causa del efecto 
individual de la temperatura, la luz y los tratamientos no difiere entre las accesiones, pero 
sí es afectado por la combinación de todos estos factores (tabla 1-2). 
 
La interacción entre accesión y luz no fue significativa para ninguna variable, indicando 
que las dos accesiones responden de la misma forma a las condiciones de luz, en cuanto 
a germinación y conservación de su viabilidad. En las semillas de ambas accesiones, los 
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tratamientos testigo presentaron mayores PG en oscuridad a 30/20ºC, en las demás 
temperaturas hubo una tendencia opuesta. 
 
Las mejores temperaturas para la germinación de semillas de granadilla fueron las 
temperaturas alternas, y dentro de estas la mejor fue la de 30/20ºC con valores de PG 
entre 18,25 y 76,5% (tabla 1-3). Las temperaturas constates mostraron muy bajos PG, 
inferiores a 34,75%, logrando mejores resultados a 25ºC y los PG más bajos se 
alcanzaron con 15ºC con PG entre 0 y 32% (tabla 1-3).  
    
En condiciones de temperaturas constantes, el DB fue uno de los mejores tratamientos 
con PG entre 14,5% y 32,75%, independientemente de la accesión, la condición de luz o 
el valor de la temperatura (tabla 1-3). El efecto del GA3 aumentó con el incremento en la 
temperatura, logrando 34,75%, el mayor en las temperaturas constantes, con 400 mg L-1 
de GA3 a 25ºC (tabla 1-3).  
 
A 25/15ºC la accesión PrJ1 mostró los mayores PG con 400 mg L-1 de GA3, mientras 
PrJ2 los presentó con el DB, logrando 66,5% y 58,68% respectivamente (tabla 1-3). 
 
A 30/20ºC, se observan valores más altos y homogéneos en las semillas germinadas en 
la oscuridad. Las concentraciones altas de GA3 alcanzaron los mayores porcentajes en 
condiciones de luz, pero en oscuridad tuvieron mejor desempeños las concentraciones 
medias; PrJ2 tuvo 76,5% de germinación con 100 mg L-1 de GA3, el mayor PG logrado en 
esta prueba (tabla 1-3). 
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Tabla 1-3: PG de semillas de granadilla de dos accesiones (PrJ1 y PrJ2) germinadas en 
oscuridad total (O) ó 12h diarias de luz (L) y sometidas a seis tratamientos pregerminativos: 
despunte basal (DB), a 50 (G50), 100 (G10), 200 (G20)  y 400 (G40) mg L-1 de GA3 bajo 
diferentes temperaturas (15, 20, 25, 25/15 ó 30/20ºC), comparados con un testigo (T). 
 
  Germinación (%) 
Ac. LUZ SEM 15 ºC 20 ºC 25 ºC 25/15 ºC 30/20 ºC 
PrJ1 
L 
T 0 j 0,25 fg 1 ijk 2,5 hij 18,25 j 
DB 14,5 bcd 24,5 ab 32,75 ab 35,75 bcd 45,5 d-g 
G5 1,25 f-j 1,5 d-g 5,75 e-i 7,25 g-j 23,25 ij 
G10 2 f-j 6,75 cd 5,5 e-i 11,75 e-h 25 hij 
G20 6,25 c-g 12,25 bc 12 c-f 26 c-f 44,68 d-g  
G40 12 b-e 33,25 a 34,75 a 37 a-d 63,05 a-i 
O 
T 0 j 0 g 0,5 jk 1,5 j 45,75 d-g 
DB 19,5 ab 19,5 ab 24 abc 33,25 bcd 71,5 ab 
G5 1,75 ij 4,25 cde 3,5 f-k 7 g-j 66,25 a-i 
G10 0,25 ij 6 cd 8,5  d-h 17,25 dg 42,75 fgh 
G20 3 e-j 5,75 cd 8,5 d-h 25,25 c-f 57 a-j 
G40 8,75 b-f 1,75 d-g 31,25 ab 66,5 a 43,75 efg 
PrJ2 
L 
T 0,5 hij 0,5 fg 0,75 ijk 11,5 e-h 54,25 a-g 
DB 32 a 22 ab 19,5 a-d 58,68 ab 46,75 c-g 
G5 1,5 g-j  3 d-g 4,75 g-j 7 g-j 21,5 ij 
G10 2,75 g-j 4,25 cde 7 e-h 9,75 f-i 35,25 ghi 
G20 1,5 g-j  2 d-g 7,75 d-h 19,75 d-g 35,25 ghi 
G40 3,5 e-j 3,5 c-f 11,5 c-g 29,85 cde 55 a-g 
O 
T 2,5 e-j 0 g 0,25 k 2,25 ij 67,75 a-d 
DB 18,75 abc 32,25 a 16,5 b-e 45,75 abc 63 a-f 
G5 1 g-j 3 d-g 2 i-k 5,75 hij 67 a-e 
G10 2,5 g-j 1,25 d-g 3,5 f-k 3,5 hij 76,5 a 
G20 4,5 d-i 2,5 d-g 3 g-k 13 e-h 70,75 abc 
G40 4,75 d-h 5,25 cd 7,5 d-h 19,25 d-g 49,75 b-g 
Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (P<0,01).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. Efecto del ácido giberélico, nitrato de potasio y escarificación sobre la 
germinación de semillas de granadilla en diferentes condiciones ambientales 
21
 
Tabla 1-4: TMG de semillas de granadilla de dos accesiones (PrJ1 y PrJ2) germinadas en 
oscuridad total (O) ó 12h diarias de luz (L) y sometidas a seis tratamientos pregerminativos: 
despunte basal (DB), a 50 (G50), 100 (G10), 200 (G20)  y 400 (G40) mg L-1 de GA3 bajo 
diferentes temperaturas (15, 20, 25, 25/15 ó 30/20ºC), comparados con un testigo (T). 
 
Ac. LUZ 
  TMG (d) 
SEM 15 ºC 20 ºC 25 ºC 25/15 ºC 30/20 ºC 
PrJ1 
L 
T 32 a 28 ab 23,62 ab 15,06 c 22,12 abc 
DB 21,2 cde 20,52 bcd 16,77 b 21,83 abc 19,79 b-f 
G5 25 a-e 21 abc 17,65 b 23,79 ab 21,53 a-d 
G10 23,5 a-e 20,05 bcd 21,03 ab 23,85 ab 21,44 a-d 
G20 19,72 de 18,98 bcd 19,05 ab 23,23 abc 20,14 a-f 
G40 20,05 de 19,09 bcd 18,82 ab 21,97 abc 16,26 hg 
O 
T 32 a 32 a 24,75 ab 20,93 abc 23,34 a 
DB 20,3 de 19,9 bcd 18,02 b 19,93 abc 17,64 e-f 
G5 26,75 a-d 19 bcd 17,5 b 23,43 abc 21,14 a-d 
G10 30,25 ba 21,41 bcd 18,30 ab 24,75 ab 22,52 ab 
G20 25 a-e 25 a-d 17,45 b 25,04 ab 20,39 a-e 
G40 23,92 a-e 22 bcd 18,40 ab 22,74 abc 20,89 a-e 
PrJ2 
L 
T 29,12 abc 26,25 abc 25,5 ab 21,89 abc 23,12 a 
DB 23,62 a-e 16,35 d 19,2 ab 17,32 bc 15,21 h 
G5 26,37  a-d 20,68 bcd 18,04 b 17,00 bc 18,67 d-g 
G10 22,32 b-e 19,45 bcd 17,02 b 20,09 abc 19,14 c-f 
G20 25,68 a-e 17,5 cd 18,06 b 21,42 abc 20,92 a-e 
G40 19,45 de 17,46 cd 18,57 ab 20,28 abc 18,98 c-f 
O 
T 24,25 a-e 32 a 28 a 25,85 a 20,68 a-e 
DB 20,63 cde 20,51 bcd 18,98 ab 21,3 abc 14,69 h 
G5 26,25 a-d 24,5 a-d 18 b 19,95 abc 20,12 a-f 
G10 24,62 a-e 25,25 a-d 18,62 ab 18,80 abc 21,05 a-d 
G20 19 de 26,18 abc 15,85 b 19,49 abc 19,20 c-g 
G40 17 e 21,06bcd 18,66 ab 21,4 abc 16,90 fgh 
Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (P<0,01). 
 
En cuanto a los índices de germinación, TMG y VMG, se comportaron acorde con PG, 
observándose mayores TMG a 15ºC; por encima de 17 d, y menores a 30/20ºC; entre 15 
y 23,1 d (tabla 1-4) y lo opuesto con VMG (tabla 1-5), indicando que las temperaturas 
alternas aceleran el proceso de germinación de semillas de granadilla. En general, el 
incremento en la temperatura aumentó la velocidad  y redujo el tiempo de germinación, 
ya que dentro de las temperaturas constantes, a medida que se aumentó la temperatura, 
se disminuyó el TMG (tabla 1-4) y se aumentó la VMG (tabla 1-5). 
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El DB siempre logró las mayores VMG en todas las condiciones de luz y temperatura 
(tabla 1-5). Las semillas con DB a 30/20ºC, lograron VMG hasta de 4,73 semillas d-1, la 
mayor velocidad alcanzada en esta prueba (tabla 1-5). A 30/20ºC, todos los tratamientos 
de las semillas de ambas accesiones, presentaron mayor VMG en oscuridad que con luz, 
excepto las semillas de PrJ1con 400 mg L-1 de GA3 en condiciones de luz, único 
tratamiento hormonal que alcanzó más de 4 semillas d-1 (tabla 1-5). 
 
Tabla 1-5: VMG de semillas de granadilla de dos accesiones (PrJ1 y PrJ2) germinadas en 
oscuridad total (O) ó 12h diarias de luz (L) y sometidas a seis tratamientos pregerminativos: 
despunte basal (DB), a 50 (G50), 100 (G10), 200 (G20)  y 400 (G40) mg L-1 de GA3 bajo 
diferentes temperaturas (15, 20, 25, 25/15 ó 30/20ºC), comparados con un testigo  (T). 
 
Ac. LUZ 
  VMG (No. semillas germinadas d-1) 
SEM 15 ºC 20 ºC 25 ºC 25/15 ºC 30/20 ºC 
PrJ1 
L 
T 0,0 e 0,01 e 0,06 e 0,24 fg 0,88 i 
DB 0,70 bc  1,24 ab 2,00 a 1,73 bcd 2,46 c-h 
G5 0,05 e 0,07 de 0,34 de 0,38 gf 1,138 hi 
G10 0,09 e 0,33 de 0,26 de 0,56 efg 1,27 hi 
G20 0,31 cde 0,65 dc 0,64 cde 1,24 c-f 2,28 d-h 
G40 0,59 bcd 1,76 a 1,87 a 1,80 bc 4,19 ab 
O 
T 0,0 e 0,0 e 0,02 e 0,10 g 2,03 e-i 
DB 0,96 ab 0,99 bc 1,35 ab 1,81 bc 4,32 ab 
G5 0,07 e 0,23 de 0,20 e 0,35 fg 3,39 a-f 
G10 0,01 e 0,28 de 0,47 cde 0,75 d-g 2,04 e-i 
G20 0,12 e 0,23 de 0,48 cde 1,11 g 3,00 b-g 
G40 0,36 cde 0,07 de 1,71 a 3,15 a 2,23 d-i  
PrJ2 
L 
T 0,024 e 0,02 e 0,03 e 0,60 efg 2,47 c-h 
DB 1,36 a 1,34 ab 1,03 bc 3,20 a 3,36 a-f 
G5 0,06 e 0,15 de 0,27 de 0,46 efg 1,27 hi 
G10 0,14 de 0,23 de 0,42 cde 0,54 efg 2,02 f-i 
G20 0,07 e 0,11 de 0,43 cde 1,01 c-g 1,84 f-i 
G40 0,17 de 0,21 de 0,65 cde 1,39 b-e 3,15 b-g 
O 
T 0,1 e 0 e 0,01 e 0,10 g 3,41 a-e 
DB 0,91 ab 1,59 a 0,87 bcd 2,27 ab 4,73 a 
G5 0,05 e 0,13 de 0,11 e 0,33 fg 3,54 a-d 
G10 0,1 e 0,06 e 0,18 e 0,19 g 3,75 abc 
G20 0,23 cde 0,10 de 0,18 e 0,74d-g 3,87 ab 
G40 0,3 cde 0,28 de 0,40 cde 1,0 c-g 3,23 b-f 
Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (P<0,01). 
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El mayor porcentaje de viabilidad se obtuvo en temperaturas alternas a 30/20ºC en 
condiciones de luz, donde todos los tratamientos, presentaron más de 84% de semillas 
viables con excepción del DB (tabla 1-6). 
 
Tabla 1-6: Viabilidad de semillas de granadilla de dos accesiones (PrJ1 y PrJ2) germinadas 
en oscuridad total (O) ó 12h diarias de luz (L) y sometidas a seis tratamientos pregerminativos: 
despunte basal (DB), a 50 (G50), 100 (G10), 200 (G20)  y 400 (G40) mg L-1 de GA3 bajo 
diferentes temperaturas (15, 20, 25, 25/15 ó 30/20ºC), comparados con un testigo sin tratamiento 
(T). 
Viabilidad de semillas no germinadas (%) 
Ac. LUZ SEM 15 ºC 20 ºC 25 ºC 25/15 ºC 30/20 ºC 
PrJ1 
L 
T 82,5 abc 95 a 70 a 95,5 ab 99 a 
DB 77 abc 58,75 cd 29,25 b 74 ab 89 a 
G5 83,75 abc 92,25 a 67 a 89 ab 90,75 a 
G10 75,25 abc  91,25 a 75,75 a 82 ab 96 a 
G20 74 abc 83,5 abc 54,75 ab 85 ab 84,25 ab 
G40 63 c 79 a-d 45 ab 65,5 ab 96,5 a 
O 
T 83,75 abc 98,25 a 72,5 a 92,5 ab 98,25 a 
DB 69  bc 61 bcd 50 ab 70 ab 61,37 bc 
G5 93,75 a 89,25 a 76 a 87 ab 90 a 
G10 95,5 a 85,75 abc 72 a 85,25 ab 92,25 a 
G20 94,25 a 82,75  a-d 54 ab 82,5 ab 89,5 a 
G40 84 abc 91 a 83,25 a 65,25 ab 73,75 abc 
PrJ2 
L 
T 80,5 abc 88,75 a 82,25 a 97,75 a 100 a 
DB 80 abc 59 cd 45 ab 57,75 b 76,87 abc 
G5 70,75 abc 95,75 a 72 a 81,5 ab 87 ab 
G10 77 abc 92,75 a 74,5 a 86,75 ab 91 a 
G20 69 bc 89,5 a 55 ab 81,5 ab 91 a 
G40 79,25 abc 88,25 a 61,75 a 72,25 ab 90 a 
O 
T 84 abc 87,25 ab 78,5 a 92,5 ab 96,25 a 
DB 74,75 abc 57,5 d 45 ab 57,5 b 50,02 c 
G5 84,5 abc 95 a 73,5 a 89 ab 90,5 a 
G10 79,75 abc 94 a 75,5 a 84,25 ab 90 a 
G20 82,75 abc 93,75 a 60,75 a 88 ab 83,75 ab 
G40 88,75 ab 89,25 a 69,5 a 92 ab 94 a 
Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas según la prueba de Tukey (P<0,01). 
 
El DB presentó los más bajos porcentajes de viabilidad de las semillas (45-80%), esto 
pudo estar influenciado por el hecho de no haber tenido control total de la cantidad de 
semillas que se retira con el cortaúñas, como se explicó en la metodología. Los 
tratamientos de mayores concentraciones de GA3 (200 y 400 mg L-1) también mostraron 
reducción en la viabilidad (hasta del 45%) pero menos evidentes y frecuentes que en el 
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caso del DB, esto puede estar relacionado con un desbalance muy alto en la proporción 
hormonal (tabla 1-6).  
 
Las semillas germinadas a 25ºC presentaron los menores porcentajes de semillas viables 
entre las temperaturas (tabla 1-6).  
 
Aunque no se midió, a simple vista se pudo apreciar que las semillas germinadas bajo 
temperaturas alternas presentan apertura de la cubierta mucho más rápido y en mayor 
porcentaje. 
1.4.4 Efecto del KNO3 
Dentro de las concentraciones de KNO3, existieron diferencias altamente significativas 
para el PG de las semillas de la accesión PrJ1. La concentración de KNO3 que presentó 
el PG más alto, 96,33%, fue 0,1% (p/v) para PrJ1, mientras para PrJ2, el PG alcanzado 
con esta misma concentración (88,33%) fue  muy cercano al mayor PG (92,67%), sin 
diferencias entre estos valores. Por lo cual fue la concentración recomendada para hacer 
pruebas de germinación de semillas de granadilla (tabla 1-7). 
 
Tabla 1-7: Efecto de cuatro concentraciones de nitrato de potasio sobre la germinación de 
semillas de dos accesiones de granadilla.  
Accesión  Concentración 
de KNO3 (%)  PG (%)  tmg (d) 
VMG (semilas 
germinadas/d) 
PrJ1 
0  62,7  C  11,62 b  6,45 bc 
0,1  96,33 A  11,20 B  10,56 a 
0,2  80,33 B  12,98 ab 8,53 ab 
0,5  81,67 Ab 14,35 B  6,11 c 
PrJ2 
0  68,00 B  11,9  B  6,80 a 
0,1  88,33 A  12,51 B  8,53 a 
0,2  86,33 A  15,41 A  6,88 a 
0,5  92,67 A  12,36 B  8,83 a 
Letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias significativas según la prueba de 
Tukey (P<0,01). 
 
Al comparar estos PG (tabla 1-7) con los que se muestran en la tabla 1-3, donde ningún 
resultado superó el 77%, es claro el efecto benéfico del nitrato de potasio sobre la 
germinación de esta especie, esto indica la necesidad del uso de esta sal en pruebas de 
germinación, y de sustratos enriquecidos con nitrato de potasio en la propagación 
comercial de granadilla. 
 
Hubo mayor variabilidad entre los tratamientos en el TMG que en la VMG (tabla 1-7), 
indicando que las diferencias en el PG se deben más a diferencias en el número de días 
que demoran las semillas en germinar que al número de semillas germinadas por día. 
Esto puede estar relacionado con una activación más rápida de los procesos metabólicos 
necesarios para que se lleve a cabo la germinación de estas semillas.       
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Las semillas imbibidas en 0,1% de KNO3 alcanzaron el menor TMG (11,2 d) y la mayor 
VMG (10,56 semillas d-1) (tabla 1-7). Estos valores representan una diminución de casi 4 
d en el TMG  y un aumento de más del doble en la VMG, al compararlos con los 
resultados obtenidos con el DB (tabla 1-3) en la prueba anterior. 
 
Los PG, los TMG y las VMG alcanzados por los testigos (tabla 1-7) fueron mayores que 
aquellos alcanzados en las pruebas iniciales (tabla 1-3); si se tiene en cuenta que las 
pruebas se desarrollaron bajo las mismas condiciones ambientales y que las semillas 
utilizadas en el experimento con KNO3 tenían un mes de almacenamiento (a condición 
ambiente del laboratorio), esto sugiere un efecto benéfico del almacenamiento a corto 
plazo sobre el comportamiento de la germinación de de las semillas de esta especie, 
posiblemente relacionado con la superación de condiciones de latencia.  
1.4.5 Validación en vivero 
En condiciones de invernadero, el comportamiento de los tratamientos es similar al 
observado en laboratorio, cuando las semillas se sometieron a condiciones de 
temperaturas alternas, con la diferencia que el tratamiento de DB presentó mayor 
disminución del PG comparado con los demás tratamientos (figura 1-3). Al respecto se 
observó alta presencia de hongos cerca a la región basal al final de la prueba, sugiriendo 
una mayor sensibilidad de este tratamiento en condiciones ambientales sin manejo de 
agentes biológicos externos 
 
La respuesta del PG entre accesiones fue diferente, ya que a pesar que en ambas el  
ANOVA indicó un efecto significativo  (P<0,01) de los tratamientos, en PrJ1 la única 
respuesta diferente al testigo fue la del despunte basal. Los demás tratamientos 
presentaron incrementos, principalmente KNO3 (92%) considerables frente al testigo 
(82%), sin embargo no fueron significativos (P>0,05). En ambas accesiones se observó 
la tendencia de disminuir el PG con el aumento en la concentración de GA3 (fig. 3 A), más 
marcada en PrJ2 que registró una disminución significativa del PG a 400 mg L-1 de GA3 
comparado con los demás tratamientos de GA3, con el testigo (77,3%) y con el 
tratamiento de KNO3 (86,6%).  
 
Figura 1-3: Porcentaje de germinación (A), TMG (B) y VMG (C) de semillas de granadilla de 
las accesiones PrJ1 y PrJ2 en sustrato turba, en condiciones de vivero en La Plata (Huila). Letras 
diferentes dentro de cada accesión indican diferencias significativas según la prueba de Tukey 
(P<0,01). 
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El TMG para ambas accesiones fue menor en el tratamiento con KNO3 (16,09 d para 
PrJ1 y 19,6 d para PrJ2) (fig. 3 B); este tratamiento también alcanzó la mayor VMG (3,3 
semillas d-1 PrJ1 y 2,2 semillas d-1 en PrJ2), mientras los menores valores de este índice 
los alcanzó el tratamiento de DB (0,36 semillas d-1 y 0,85 semillas d-1 para PrJ1 y PrJ2, 
respectivamente) (figura 1-3 C). 
 
En las plántulas de PrJ1 el efecto de la preimbibición de las semillas en KNO3 tuvo efecto 
significativo sobre el área foliar, la masa seca de hojas, el área foliar específica y la masa 
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total de la planta, sin embargo su efecto no fue significativo sobre la masa seca de tallo y 
raíz, ni sobre la relación raíz/parte aérea. Para el caso de las plántulas de PrJ2, ninguna 
variable mostró respuesta significativa al tratamiento de las semillas con KNO3. A pesar 
de esto, los tallos y las raíces mostraron la tendencia a ganar mayor masa seca cuando 
provenían de semillas imbibidas en KNO3 que cuando no (figura 1-4).   
 
La masa total de la plántula y de sus hojas, y el área foliar fueron significativamente 
mayores en las plántulas de PrJ1 provenientes de semillas con KNO3, conservando la 
misma tendencia en el caso de PrJ2 (figura 1-4A, B y C). Lo contrario ocurrió con el área 
foliar específica (figura  1-4D), indicando que el KNO3 puede contribuir más a la 
expansión de la hoja que a la ganancia de masa por esta.  
 
Figura 1-4: Masa seca total (A), masa seca de hojas (B), área foliar (C) y área foliar 
específica (D)  de plántulas de las accesiones PrJ1 y PrJ2, provenientes de semillas 
embebidas en solución de KNO3 o en agua. 
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Letras diferentes dentro de cada accesión indican diferencias significativas según la prueba de 
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1.5 Resultados 
1.5.1 Escarificación mecánica de semillas 
Dentro de los tratamientos de escarificación mecánica, el mejor para las semillas de PrJ2 
y PrJJ fue el DB, ya que el DA no mostró mejora en la germinación, al contrario, las 
semillas presentaban hinchamiento desuniforme de la semilla. Esto puede estar 
relacionado con el hecho de que la emergencia ocurre por la parte basal de la semilla al 
igual que se observa en las semillas de P. mollisima (Schmidt, 2000) en las cuales se 
obtienen los mismos resultados en la germinación con respecto a la remoción de ambos 
puntos (Delanoy et al., 2006).  Sin embargo, en P. tricuspis, tanto el DB como el DA 
aumentan significativamente  el PG, e incluso el DA resulta mejor y más rápido (Delanoy 
et al., 2006). Efectos como estos, en concordancia con las diferencias observadas entre 
PrJ1 y PrJ2, pueden estar relacionados con el tamaño de las semillas, semillas de menor 
tamaño serán más sensibles al DB ya que la zona micropilar será más sensible al daño 
causado por este tratamiento (Schmidt, 2000).  
 
Las semillas de granadilla sometidas a escarificación con lija o aquellas con DA, no 
pudieron germinar, lo cual si lograron incluso algunos testigos, esto sugiere una alta 
sensibilidad de las semillas de granadilla a este tipo de prácticas, lo cual está de acuerdo 
con lo reportado por Romero (2000) quien después de realizar escarificación con lija y 
con licuadora llegó a la conclusión que estas prácticas no mejoran la germinación en 
semillas de granadilla. Delanoy et al., (2006) encontró que en P. nov sp. el DB acelera la 
germinación pero no aumenta el porcentaje final, curiosamente, las semillas de esta 
especie fueron las únicas que mostraron una mejor germinación con la escarificación con 
papel lija.  
 
Lo anterior puede estar relacionado con el grosor de la testa, sugiriendo una testa más 
delgada en las semillas de granadilla, comparada con las semillas de otras especies de 
pasifloras (p.e. P. nov), que las hace más sensibles a daños mecánicos.   
1.5.2 Efecto de las temperaturas alternas 
El DB alcanzó los mayores PG, TMG y VMG bajo temperaturas constantes, lo cual 
sugiere que la restricción impuesta por los tejidos que rodean al embrión fue la mayor 
limitante a estas condiciones, mientras que en temperaturas alternas, los tratamientos de 
DB no presentaron resultados relevantes, posiblemente porque la restricción mecánica 
se pudo superar con la apertura de las testas estimulada por la variación en la 
temperatura.  
 
Fue muy común que no se diera la emergencia de la radícula inmediatamente después 
de la ruptura de la cubierta seminal, indicando que la restricción a este proceso, en las 
semillas de granadilla no se debe solamente a los tejidos duros de la cubierta. Por lo 
tanto, las temperaturas alternas contribuyen con la estimulación de la germinación de 
semillas de granadilla, mediante la  promoción de la apertura de la cubierta seminal, sin 
embargo, este no es el único requisito para que la germinación se pueda dar, ya que, se 
presentan restricciones adicionales, posiblemente relacionadas con la inmadurez del 
embrión (latencia morfológica) o con el debilitamiento del endospermo que rodea este 
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órgano (latencia fisiológica). Estos resultados están de acuerdo con Miranda et al. (2009) 
quienes recomiendan para la germinación de semillas de pasifloras en general, 
temperaturas alternas entre 30 y 20 ºC y con la temperatura recomendada para la 
germinación de otras pasifloras (Brasil, 2009).   
1.5.3 Luz, GA3 y germinación de semillas de granadilla 
Las semillas de granadilla presentaron mayores diferencias en el PG entre las 
accesiones y entre las condiciones de luz, cuando las semillas germinaron sin la adición 
de GA3 (tratamientos: testigo y DB). Esta pudo ser la causa de que los tratamientos de 
luz, a nivel general, no presentaron diferencias estadísticas entre sí.  
 
En P. nítida tampoco hubo diferencias significativas de la germinación en función de la 
luz cuando se utilizó GA3; en términos de porcentaje se obtuvo 56% de germinación a los 
28 d (Passos et al., 2004) en condiciones de luz u oscuridad. A los 50 d se observaron 
diferencias en la germinación del testigo (agua destilada) germinando en oscuridad o en 
luz, alcanzando 8,8% y 46%, respectivamente (Passos et al., 2004).  
 
Estos resultados sugieren que tanto en granadilla como en P. nítida el efecto del GA3 
solapa en parte al efecto de la luz en la germinación de las semillas. La interacción luz-
GA se da por la acción mediadora de los fitocromos.  
 
En Arabidopsis los genes PHYA, PHYB, PHYC, PHYD Y PHYE codifican cinco 
fitocromos diferentes, los cuales son biliproteínas fotoreversibles que son activados en la 
forma que absorben la luz roja (Pr) inactiva (Franklin y Whitelam, 2004) y la luz roja lo 
convierte a la forma activa que absorbe rojo lejano (Pfr), este último isómero está 
involucrado en la estimulación de la germinación por parte de la luz (Whitelam y Devlin, 
1997); Pfr se revierte a Pr en la oscuridad. PHYA codifica phyA, una proteína fotolábil, 
mientras los otros genes codifican apoproteínas que son más estables a la luz después 
de la fotoconversión a Pfr (Whitelam y Devlin, 1997). El fitocromo activo regula la síntesis 
de giberelinas que promueven germinación (Yamaguchi y Kamiya, 2002; Ogawa et al., 
2003). 
 
La exposición a la luz roja (660 a 770 nm) de semillas imbibidas hace que el fitocromo 
cambie a Pfr, el cual estimula la germinación; mientras que la exposición al rojo lejano 
(770 a 800 nm) causa cambios hacia la forma alterna Pr, la cual inhibe la germinación. 
Ambas formas son reversibles y se alternan; la que persiste finalmente es la que se 
convierte en el tratamiento efectivo. Sin embargo, el cambio del fitocromo a la forma Pr 
ocurre lentamente en la oscuridad (Bewley y Black, 1985). La germinación puede ser 
inhibida en algunas semillas no solo por la exposición prolongada de luz rojo lejano, sino 
también de luz blanca, cuando esta mantiene una alta proporción de fitocromo en la 
forma Pfr (Frankland, 1981 citado por Maciel y Bautista, 1997). A parte de las 
condiciones de luz, el comportamiento del fitocromo depende de otros factores, entre 
ellos la temperatura, como se discute más adelante.   
 
Este comportamiento de la germinación de las semillas con respecto a las condiciones de 
luz, tanto de granadilla como de P. nítida, difiere con lo reportado para otras especies de 
pasifloras como P. edulis var. flavicarpa, P. edulis Sims (Balaguera et al., 2010) o P. 
incarata (Benvenuti et al., 2001), en las cuales las semillas germinadas en completa 
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oscuridad alcanzan un PG significativamente mayor con respecto a aquellas germinadas 
en presencia de luz, independientemente de tratamientos adicionales. Esta diferencia 
entre especies indica gran diversidad en la respuesta a la luz entre las semillas de las 
diferentes pasifloras, lo cual puede ser el reflejo de procesos evolutivos diferentes. 
 
No se ha clasificado la respuesta de las semillas de granadilla a la luz, sin embargo 
comúnmente se recomienda la germinación de estas semillas en oscuridad. La luz no 
impidió completamente la germinación de la granadilla, indicando que puede ser 
insensible a este factor, sin embargo los testigos presentaron mejor germinación en 
condiciones de oscuridad total.  
 
El efecto de la luz sobre la germinación de las especies del género Passiflora es muy 
variable. Se ha reportado que las semillas de P. incarata son fotoblásticas negativas 
(Benvenuti et al., 2001). En maracuyá, la germinación se inhibe por la luz blanca continua 
y la natural intermitente del ciclo diario (Aular et al., 1996). Sin embargo, al comparar la 
germinación de semillas de P. nítida germinadas en oscuridad o en condiciones de luz, 
se observó un menor PG en oscuridad (Passos et al., 2004). Las semillas de P. 
cuadrangularis necesitan luz para germinar según Seedaholic (2011).  
 
La diferencia entre especies de pasifloras en la respuesta de la germinación a la luz, 
puede sugerir cambios en el sistema fitocromo (Takaki et al., 2001), el cual se desconoce 
para este tipo de semillas. Estos cambios, incluso pueden ser significativos entre 
accesiones de una misma especie como lo sugiere la respuesta diferencial de las 
accesiones a las condiciones de luz en las diferentes temperaturas. 
 
Sin tener en cuenta las condiciones de luz, el efecto causado por el aporte exógeno de 
GA3 sobre la germinación de las semillas ha mostrado resultados diferentes en 
investigaciones previas. Santos et al. (1994) reportan que las semillas de P. ligularis 
tratadas con giberelina presentaron un aumento en el PG a medida que aumentó la 
concentración de la hormona. Con 50 ppm se obtuvo 59,5% de emergencia; con 100 mg 
L-1, 61% y con 200 ppm, 64,5% de emergencia. En contraste con lo anterior, la imbibición 
de semillas de granadilla enteras y sometidas a escarificación en  GA3 a 10-2 M y a 10-4M 
inhibió la germinación (Romero, 2000). Muy probablemente estas variaciones se deban a 
cambios en las condiciones ambientales de las pruebas de germinación.   
        
La germinación de semillas de P. alata se ve favorecida por la imbibición en GA3 a 
diferentes concentraciones (Coneglian et al., 2000; Fogaça et al., 2001; Ferreira et al., 
2001) sin mayores efectos del tiempo de imbibición en dichas soluciones e incluso este 
efecto se da cuando las semillas se encuentran con el arilo (Ferreira et al., 2001). En esta 
misma especie, P. alata, el aumento en el PG y la velocidad de germinación causado por 
GA3 solo se da cuando las semillas son sometidas a escarificación mecánica (Zonata et 
al., 2005), lo cual indica que la aplicación externa de esta hormona no está relacionada 
con cambios en la permeabilidad de las cubiertas seminales, pero si está limitada por 
esta característica de las semillas.  
  
Los efectos bioquímicos y moleculares de las giberelinas en la germinación de las 
pasifloras aun no se conoce, en especies como tomate o Arabidopsis, se ha propuesto 
que las GA pueden actuar de dos formas. Primero, las GA son necesarias para eliminar 
la restricción mecánica impuesta por los tejidos alrededor del embrión. En Arabidopsis, 
los embriones de mutantes deficientes en GA se pueden desarrollar en plantas enanas 
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luego de remover los tejidos que los rodean. Por lo tanto una de las funciones de las GAs 
en la inducción de la protrusión de la radícula parece ser el ablandamiento de los tejidos 
que rodean el embrión. Por otro lado, las GA también aumentan el potencial de 
crecimiento del embrión, como lo indica la reducida tasa de crecimiento de los embriones 
deficientes en GA (Fincher, 1989, Kaneko et al., 2003, Ogawa et al., 2003).        
 
Varios genes inducibles por GA están relacionados con la expansión de la pared celular 
en semillas de tomate, incluyendo aquellos que codifican endoβmananasa, xiloglucan 
endotransglicosilasa/hidrolasa,expansina, β-1,3-glucanasa y quitinasa, algunos de los 
cuales son expresados específicamente en el endospermo micropilar que rodea la 
radícula (Ogawa et al., 2003).    
 
En la ruta de activación de genes por las GA existen varios componentes, algunos de los 
cuales son factores comunes con la señalización de otras hormonas como etileno, 
brasinoesteroides y ácido absícico. Esta ruta  es bastante compleja, regulada a diferentes 
niveles y de diferentes formas (Ogawa et al., 2003), por lo cual se espera que la 
respuesta a las aplicaciones exógenas de este tipo de hormonas también lo sea y varíe 
con las condiciones ambientales y el estado de la semilla. 
1.5.4 Índices de germinación y viabilidad de semillas 
El aumento en la temperatura mejoró los índices de germinación, reduciendo el TMG y 
aumentando la VMG, esto se observó al comparar entre temperaturas constantes y entre 
alternas. Esto refleja el efecto de la temperatura sobre los procesos metabólicos, 
acelerando o disminuyendo su velocidad dependiendo de qué tan cerca o lejos, 
respectivamente, se esté de la temperatura óptima. El DB también aceleró estos índices, 
indicando un retraso del proceso de germinación por parte de la cubierta endurecida en 
la región micropilar de las semillas. 
 
Al parecer, la restricción mecánica impuesta por la cubierta endurecida de las semillas de 
granadilla atrasó y redujo el proceso de germinación, al ser superada, ya fuese por el DB 
o las temperaturas alternas, que promueven apertura de la cubierta, el proceso de 
germinación se acelera y aumenta.     
  
Los índices TMG y VMG son características importantes no solo para los fisiólogos y 
tecnólogos de semillas, también para los ecólogos ya que es posible predecir el grado de 
éxito de una especie basado en la capacidad de sus semillas para ampliar su 
germinación a través del tiempo, esto a su vez permite la colecta en campo de algunas 
de las plántulas emergidas (Radal y Santana, 2006). Así, estas variables pueden ser de 
gran utilidad en el estudio de las pasifloras, ya que por estar presentes en diversos 
ecosistemas y mantener numerosas relaciones ecológicas con varios organismos, tienen 
gran potencial como indicadores de biodiversidad (Ocampo et al., 2007). 
 
La baja viabilidad de las semillas con DB pudo deberse al poco control que se logra al 
momento de retirar mediante el corte una sección de la semilla, como se explicó en la 
metodología. Los tratamientos con mayores concentraciones de GA3 (200 y 400 mg L-1) 
también mostraron reducción en la viabilidad pero menos evidentes y frecuentes que en 
el caso del DB, esto puede estar relacionado con un desbalance muy alto en la 
proporción hormonal.  
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A 25ºC fue menor el porcentaje de semillas viables, a pesar de ser la temperatura 
constante que mostró mayores porcentajes de germinación. Este comportamiento 
sugiere que las temperaturas constantes altas pueden estimular parcialmente la 
germinación, resultando en un aumento de los PG en comparación con temperaturas 
más bajas. Sin embargo, la actividad metabólica activada por la temperatura alta (25ºC) 
al no estar acompañada por los efectos de la alternancia de temperaturas, posiblemente 
no permite la germinación en todas las semillas, por el contrario acelera su degradación.        
 
A nivel general, las semillas sin germinar mostraron altos porcentajes de viabilidad, lo 
cual puede estar relacionado con la existencia de latencia en los miembros del género 
Passiflora, reportada por varios autores (Delanoy et al., 2006; Miranda et al., 2009).        
   
La prueba de viabilidad debería indicar la posible germinación de un lote de semillas 
(Schmidt, 2000). Las semillas de granadilla, en todos los casos, presentaron un PG por 
debajo del porcentaje de semillas viables indicado por la prueba de tetrazolio. En este 
caso existe la posibilidad que la germinación hubiera sido reprimida por condiciones de 
latencia, la cual hace que la germinación sea baja incluso en semillas viables  (Schmidt, 
2000). Los resultados del experimento muestran que el porcentaje de semillas viables de 
las dos accesiones de granadilla, al inicio y al final de las pruebas, es bastante alto, con 
excepción de los tratamientos de DB.  
 
Teniendo en cuenta que los factores evaluados durante el presente experimento fueron 
de tipo ambiental, fisiológico y mecánico, el hecho que un gran número de semillas hayan 
permanecido viables y por ende, posiblemente latentes, puede indicar la presencia de 
latencia combinada en las semillas de esta especie, la cual ya había sido sugerida por 
otros autores para las semillas de pasifloras en general (Delanoy et al., 2006; Ellis et al., 
1985b).  
 
La restricción a la entrada de agua en la semilla impuesta por la testa o por capas 
impermeables parece no ser un gran limitante en las semillas de granadilla, ya que todas 
las semillas aumentaron su tamaño y presentaron la parte interna húmeda al momento 
de abrir las semillas para la prueba de viabilidad. Esto estaría de acuerdo con lo 
reportado por Ferreira (1998) quien observó que las semillas P. edulis Sims f. flavicarpa, 
P. alata, P. giberti y P. caerulea no presentan impedimentos a la entrada del agua, 
aunque el tiempo de imbibición es diferente entre estas especies.  
1.5.5 Interacción ambiente-semilla: fitocromos y KNO3 
El efecto de la interacción temperatura X luz  sobre el PG, el TMG y la VMG fue 
significativo, esto se relaciona con la capacidad que tiene una semilla de cambiar sus 
requerimientos de luz a diferentes temperaturas. La temperatura afecta los procesos 
mediados por fitocromo, ya que pueden ser resultado de la influencia de esta variable 
ambiental sobre el nivel de los umbrales de Pfr necesarios para la ruptura de la latencia, 
la tasa de reversión del Pfr en la oscuridad o una combinación de estos (Kristie y 
Fielding, 1994; Pons, 2000). La temperatura afecta la respuesta de las semillas a la tasa: 
longitud rojo/rojo lejano (R/Fr) a través del efecto sobre los umbrales de Pfr requeridos 
para germinar (Pons, 1986, Senden et al., 1986, van der Toorn y Pons, 1988).  
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Los niveles de Pfr influencian la germinación de las semillas mediante la variación en el 
límite superior de temperatura en que este proceso se puede dar (Fielding et al., 1992). 
Este límite de temperatura puede ser establecido por los niveles de Pfr de phyA y phyB 
(Heschel et al., 2007). Para cada especie, el valor de la temperatura al cual se acercan 
los valores de este umbral varían, para el caso de las semillas de granadilla este valor no 
se ha establecido.  
 
La germinación de las semillas de P. ligularis, independiente de la accesión, presenta los 
mayores porcentajes con DB en condiciones de temperaturas constantes, indicando que 
el efecto de la temperatura está relacionado, en cierta medida, con la liberación de la 
restricción mecánica. A 25/15ºC se produjeron mejores respuestas a la aplicación de 
hormonas que las temperaturas constantes, esto puede ser un efecto directo de la 
apertura de las testas causado por las temperaturas alternas. Sumado a lo anterior, las 
respuestas hormonales mediadas por fitocromo también pudieron influir en este 
comportamiento ya que la proporción de la respuesta dependió de las condiciones de luz 
y fue opuesta entre las dos accesiones.  
 
Cambios de temperatura tan pequeños como 3ºC, pueden afectar significativamente el 
aporte de los fitocromos a la germinación, especialmente a temperaturas intermedias y 
altas (Heschel et al., 2007). A diferentes temperaturas, diferentes fitocromos contribuyen 
significativamente más a la germinación que otros, indicando una restricción e incluso 
una especialización de la actividad de los fitocromos individuales en función de la 
temperatura (Halliday y Whitelam, 2003). Aparentemente, el fitocromo más importante 
para la germinación es phyA a temperaturas cálidas, phyE a temperaturas frías y phyB 
contribuye en un alto rango de temperaturas (Heschel et al., 2007). El phyA ha 
demostrado ser más importante en la señalización de la germinación en especies 
consideradas fotoblásticas negativas mientras que el phyB para semillas que germinan 
con la luz (Kendrick y Frankland,1969 citado por Takaki, 2001).  
 
Bajo condiciones de luz y estratificación phyE también puede contribuir a la germinación 
(Hennig et al., 2002), lo cual en conjunto con lo encontrado por Heschel et al. (2007) 
indica una importante función ecológica de esta proteína. La contribución de los phyB y 
phyE a la germinación disminuye con prolongadas exposiciones al frío, esto puede estar 
relacionado con la degradación del ABA a temperaturas menores a 13ºC (Ali-Rachedi et 
al., 2004). Las mediación de phyE en la germinación puede involucrar ABA (Heschel et 
al., 2007).  
 
Al respecto, dentro de las pruebas exploratorias iniciales, se sometieron las semillas de 
granadilla a 4 ºC durante 360 h, siendo este el tratamiento recomendado por Balaguera 
et al. (2010) para la germinación de semillas de P. edulis Sims. En el caso de las semillas 
de granadilla, no se dió la germinación, lo cual podría sugerir diferencias en los 
requerimientos de germinación entre estas dos especies, posiblemente relacionadas con 
los sistemas fitocromos; sin embargo, se debe tener en cuenta que esta prueba se 
realizó a 25/15ºC, condición de temperatura que no mostró los mejores resultados en las 
pruebas finales para semillas de granadilla.   
 
Para el caso de las condiciones de temperatura que presentaron el mejor 
comportamiento de la germinación (30/20ºC), la respuesta a la aplicación de hormonas 
fue más variable en condiciones de luz que de oscuridad, ya que los PG fueron mayores 
y más homogéneos entre todos los tratamientos realizados bajo la oscuridad. Este 
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comportamiento puede estar relacionado con la actividad de los fitocromos por su 
respuesta diferencial a las condiciones de luz y temperatura, de ser así, se podría sugerir 
una diferencia en los sistemas fitocromo de las diferentes accesiones de granadilla.  
 
El hecho de que la mayoría de los tratamientos presentaran buenos resultados en el PG 
de las semillas de granadilla en condiciones de 30/20ºC, puede ser debido a que el factor 
temperatura es el más determinante para la germinación de esta especie y la condición 
proporcionada (30/20ºC) pudo estar muy cercano al óptimo para este proceso 
(germinación). Al parecer, los fitocromos son funcionalmente más redundantes cuando 
las condiciones son más favorables para la germinación y bajo estas condiciones, la 
pérdida de función de algún fitocromo no previene la germinación (Heschel et al., 2007), 
lo cual también ocurre con genes relacionados con el reloj circadiano (Gould et al., 2006); 
por lo tanto, la interrupción de los factores diarios y estacionales que afectan el tiempo de 
germinación puede ser menos importante cuando se está cercano a las temperaturas 
óptimas de germinación (Heschel et al., 2007; Balasubramanian et al., 2006).        
 
Los indicios de una marcada influencia del fitocromo en la germinación-latencia de las 
semillas de P. ligularis son mayores con el aumento de la germinación cuando la prueba 
se realizó en soluciones de KNO3, debido a la relación existente entre el nitrato y el 
funcionamiento de los fitocromos (Murdoch y Ellis, 2000). El efecto observado con nitrato 
de potasio es bien conocido en otras especies (Giba et al., 1995) y se puede explicar 
porque suplen los requerimientos del sistema de fitocromo en semillas fotoblásticas 
(Murdoch y Ellis, 2000), lo que sugiere mecanismos de latencia fisiológica en las semillas 
de granadilla relacionados con este sistema (Copeland y McDonald, 2004). 
 
Aunque ambas accesiones mostraron altos PG, la respuesta a las diferentes 
concentraciones de nitrato de potasio fue distinta entre las accesiones; esto posiblemente 
esté asociado con el hecho de que el contenido endógeno del nitrato en cada semilla 
depende de la genética y varios aspectos de nutrición de la planta madre durante la 
formación de las semillas (Murdoch y Ellis, 2000). En este contexto, es probable que 
existieran diferencias en el contenido de nitratos de las semillas entre las accesiones, 
que pudieron afectar las respuestas a los estímulos lumínico-térmicos, a la aplicación de 
GA3 y a la escarificación. 
1.6 Conclusiones 
El factor más determinante en la germinación de las semillas de granadilla fue la 
temperatura, independientemente de la accesión, las condiciones de luz, la aplicación 
exógena de GA3 o escarificación mecánica; son factores que afectan la germinación de 
esta especie de acuerdo con las condiciones de temperatura, mostrando mejores 
resultados a 30/20ºC en todos los casos.  
 
Las semillas de granadilla son sensibles a los tratamientos de escarificación mecánica, 
siendo el despunte basal el único con el que se lograron aumentos en la germinación en 
comparación con el testigo, sin embargo, incluso este tratamiento disminuyó 
significativamente la viabilidad de las semillas.  
 
El efecto de la concentración del GA3 sobre la germinación de semillas de granadilla 
varió con las condiciones de luz, temperatura y con la accesión; a nivel general, las 
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concentraciones medias (100 mg L-1) mostraron los mejores resultados en condiciones 
de 30/20ºC en oscuridad. 
 
La viabilidad de las semillas se mantuvo durante las pruebas de germinación, excepto 
cuando se realizó DB o se aplicaron dosis mayores a 200 mg L-1 de GA3 en condiciones 
de temperaturas constantes o de 25/15ºC.  
 
El efecto del KNO3 sobre la germinación de las semillas y el desarrollo inicial de las 
plántulas de granadilla dependió de la accesión; causó un aumento significativo en la 
germinación, TMG y VMG tanto en laboratorio como en invernadero y del área foliar y la 
masa seca total y de hojas en las plántulas desarrolladas en invernadero. 
 
El DB fue el tratamiento que presentó los menores valores de PG en condiciones de 
invernadero, siendo significativa la reducción con respecto al testigo. 
 
 

  
 
2. Germinación, viabilidad y actividad 
enzimática de catalasa durante el 
almacenamiento de semillas de granadilla 
(Passiflora liguraris Juss). 
2.1 Resumen 
La granadilla presenta gran importancia dentro del mercado de las frutas en Colombia. 
Sin embargo, la investigación en la fisiología de sus semillas es aún incipiente. Con esta 
investigación se buscó determinar el efecto del almacenamiento sobre la calidad 
fisiológica de las semillas de dos accesiones de granadilla, PrJ1 y PrJ2, empacadas en 
bolsas de papel o en bolsas ziploc, por nueve meses, en cuarto frío (4ºC, 99% de HR) o 
en condiciones ambientales de laboratorio (17-24,2ºC y 48- 66% HR), en completa 
oscuridad. Antes del almacenamiento, y cada tres meses se evaluó el peso de 100 
semillas (P100S), el contenido de humedad de la semilla, el porcentaje de germinación 
final (PG), la velocidad media de germinación (VMG), el tiempo medio de germinación 
(TMG), la viabilidad de  las semillas mediante la prueba con cloruro de trifeniltetrazolio, el 
contenido de proteína total soluble y la actividad enzimática de catalasa (CAT) de las 
semillas de cada tratamiento. Se encontró que las variables medidas presentaron 
diferencias entre las accesiones; estos cambios pueden tener mayor relación con 
diferencias en el genotipo que con el ambiente. Las semillas de PrJ1 empacadas en 
bolsas de papel y almacenadas a temperatura ambiente presentaron un aumento 
significativo del PG a los 9 meses (62%) debido posiblemente a la presencia de latencia 
en estas semillas. La actividad CAT aumentó significativamente con el aumento del 
período de almacenamiento (más de 300 µM de H2O2 min-1/mg de proteína) excepto en 
las semillas almacenadas en cuarto frío y empacadas en papel (menos de 200 µM de 
H2O2 min-1/mg de proteína); única combinación que también disminuyó el PG  y la 
viabilidad significativamente. 
2.2 Introducción 
2.2.1  Almacenamiento y estratificación de semillas de pasifloras  
El almacenamiento de semillas consiste en un conjunto de procedimientos dirigidos a la 
preservación de la calidad del producto; es un instrumento que permite asegurar la oferta 
permanente de material vegetal y mantener los recursos genéticos a través de los 
bancos de germoplasma (Aguiar et al., 1993). Entre las pasifloras, el maracuyá es la 
especie en la que se ha investigado más sobre la fisiología de semillas, incluyendo 
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algunos temas sobre condiciones adecuadas de almacenamiento de las mismas. Sin 
embargo, incluso en esta especie, el conocimiento aún es muy incipiente para generar 
una tecnología con bases científicas para un adecuado almacenamiento de semillas 
(Fonseca y Silva, 2005).    
 
La semilla de maracuyá es conservada por los pequeños productores de este cultivo 
haciendo uso de conocimientos empíricos, desconociendo las características 
morfológicas y bioquímicas de la semilla y su sensibilidad a la acción de factores como 
daños mecánicos, envejecimiento natural y ataques de insectos y microorganismos, los 
cuales constituyen agentes de deterioro que reducen su calidad (Silva, 1993). 
Igualmente, la calidad de las semillas disminuye con el transcurso del tiempo y la tasa de 
deterioro depende de las condiciones ambientales durante el almacenamiento y el tiempo 
en que estas permanecen almacenadas; el primer componente de la calidad que muestra 
señales de deterioro es el vigor de las semillas; entendido como el potencial biológico de 
la semilla que favorece un establecimiento rápido y uniforme bajo condiciones incluso 
desfavorables de campo, seguido por una reducción en la germinación o en la 
producción de plántulas normales, y finalmente la muerte de las semillas (Ferguson, 
1995; Cardona et al., 2005). 
 
El almacenamiento puede favorecer  la madurez fisiológica de las semillas o causar el 
deterioro de las mismas. El efecto del almacenamiento sobre la fisiología de las semillas 
están relacionados con el lugar, acondicionamiento de la semilla, condiciones 
ambientales y período (Catunda et al., 2003; Santana y Cavalho, 2006). El conocimiento 
del efecto del almacenamiento sobre la fisiología de las semillas es importante para el 
mantenimiento de bancos de germoplasma y de esta forma puede contribuir a la 
propagación y conservación de las especies (Pereira et al., 2008).   
 
Una de las manifestaciones finales de las alteraciones químicas y fisiológicas que 
ocurren durante el deterioro de las semillas es la pérdida o disminución de la capacidad 
germinativa (Toledo y Filho, 1977). Por esta razón, para el almacenamiento comercial de 
semillas o para el establecimiento de bancos de germoplasma, además de conocer las 
condiciones óptimas del almacenamiento, es importante conocer la capacidad de 
germinación de las mismas para poder facilitar un manejo adecuado del material vegetal 
(Oliveira et al., 1984).  
 
Las condiciones de almacenamiento que mantienen la viabilidad de las semillas son 
aquellas que reducen la respiración y otros procesos metabólicos sin dañar el embrión. 
La temperatura es tal vez el factor ambiental más importante que regula la germinación y 
controla el crecimiento posterior de las plántulas (Hartmann y Kester, 1975; Cardona et 
al., 2005). Es por esto que la viabilidad y el vigor, durante el almacenamiento, declinan 
rápidamente a altas temperaturas y en menor proporción con temperaturas bajas. La 
reducción de la temperatura que influencia las actividades metabólicas de las semillas, 
resulta en el favorecimiento de las condiciones de almacenamiento y por lo tanto de la 
conservación de su calidad (Toledo y Filho, 1977).    
 
Las semillas de las pasifloras se consideran ortodoxas, esto implica la posibilidad de 
secarlas hasta 6-8% de humedad con fines de almacenamiento. Sin embargo, la 
tolerancia a la desecación varia con la especie (Ospina et al., 2000). Al reducir el nivel de 
humedad de las semillas de maracuyá hasta 5,2%, éstas pierden la capacidad de 
germinar aproximadamente después de 10 meses de almacenamiento a 5o C (Thai, 
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1977). Con fines de almacenamiento mediante crioconservación, las semillas de 
maracuyá pueden secarse hasta 11% sin afectar su viabilidad; mientras que las semillas 
de granadilla se pueden secar hasta 9,0%. Según los autores, esto implica que las 
semillas de granadilla muestran un comportamiento más ortodoxo que las de maracuyá y 
éstas últimas muestran tendencia a ser intermedias (Ospina et al., 2000). 
 
Someter las semillas secas a temperaturas bajas (estratificación seca), contribuye en 
muchos casos a romper la latencia (Gosling y Rigg, 1990). Las semillas de maracuyá 
después de 60 y 90 d de ser almacenadas a 5o C presentaron hasta 98% de germinación 
comparado con 73,5% de germinación en semillas recién extraídas del fruto (Cardona et 
al., 2005).  
 
Romero (2000) afirma que la temperatura de almacenamiento previa no incidió en la 
germinación final de las semillas de granadilla y que el almacenamiento a 4 ºC no 
presentó ventajas con respecto al almacenamiento a temperatura ambiente. Contrario a 
lo anterior, Santos et al. (1994) encontraron que la estratificación por 200 horas a 5oC 
aumenta significativamente el PG de semillas de granadilla. Por otro lado, Catunda et al. 
(2003) encontraron que el almacenamiento en refrigerador (4ºC y 60% de HR) fue el más 
apropiado para la preservación de la viabilidad de las semillas de maracuyá por un 
período de 10 meses de almacenamiento, independiente del tipo de empaque, 
permeable o impermeable. Este resultado concuerda con lo encontrado por Lima (1992) 
quienes obtuvieron mayor conservación de la viabilidad cuando almacenaron las semillas 
en refrigerador y en recipientes metálicos herméticos. 
 
Carlesso et al. (2008) encontraron que el almacenamiento a 15ºC en vidrio o polietileno, 
por tres y seis meses no afecta la calidad fisiológica de las semillas y que las semillas se 
pueden secar a la sombra o con temperaturas controladas de 30 a 40º sin que se afecte 
la calidad fisiológica de las mismas.      
2.2.2 Secado y contenido de humedad de las semillas  
Dentro del pre-procesamiento de semillas, el secado es la operación unitaria más 
importante para obtener un producto de óptima calidad fisiológica y de esta operación 
depende la calidad del producto final para comercialización o como medio de 
propagación (Carlesso et al., 2005), en este caso de la granadilla. Las semillas de las 
pasifloras presentan normalmente altos valores de humedad interna, los cuales deben 
ser reducidos con el secado para poder almacenarlos en condiciones seguras (Brooker et 
al., 1992).  
 
Existe poca información sobre el proceso de pérdida de humedad de las semillas de 
pasifloras durante el almacenamiento o el contenido de humedad adecuado para una 
mejor conservación. Sin embargo, son necesarios estudios más profundos sobre la 
influencia de estos parámetros sobre la calidad fisiológica de las semillas de estas 
especies, por el potencial económico que tiene su uso prolongado en la agricultura 
(Carlesso et al., 2005). Al respecto algunos autores han profundizado en los métodos de 
secado adecuados para una mejor conservación de las semillas de maracuyá (Carlesso 
et al., 2005) y también sobre el comportamiento de la humedad y la calidad fisiológica de 
las semillas de esta misma especie (Catunda et al., 2003) y de P. alata (Alves et al., 
2006). Sin embargo, para el caso de las semillas de granadilla, no se encuentran 
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estudios publicados hasta la fecha relacionados con el efecto y comportamiento del 
contenido de humedad durante el almacenamiento, lo cual constituye una restricción para 
el establecimiento de tecnologías que permitan la venta y distribución de este insumo por 
períodos prolongados, contribuyendo de esta manera a limitar la oferta de material 
vegetal disponible en las zonas aledañas al cultivo.    
2.2.3 Contenido proteico de enzimas antioxidantes en la 
germinación 
En semillas de Ricinus communis se encontró que para que la semilla alcanzara altos 
niveles de actividad de catalasa y contenidos normales de proteína en el endospermo, 
era necesaria la presencia del meristemo embrionario. A nivel general, luego de la 
imbibición de la semilla, el embrión altera la tasa de síntesis de proteínas endospérmicas, 
incluyendo la catalasa (Mullen y Gifford, 1995). 
 
Más recientemente, se ha encontrado que el proceso de germinación está acompañado 
de un incremento en la actividad antioxidante de los tejidos seminales (Dueñas et al., 
2009). 
 
La actividad enzimática antioxidante representa un parámetro de calidad de las semillas 
ya que al producirse un aumento en las actividades de catalasa, peroxidasa y superóxido 
dismutasa, se mejora la permeabilidad de las membranas, se regulan los niveles de 
peroxidación y se disminuye el contenido de malondialdehido, y esto a su vez se ha visto 
asociado con un mayor vigor de semillas de arroz (Wang et al., 2009). Adicional a esto, la 
pérdida de viabilidad, por altas temperaturas, de las semillas de trigo está asociada con 
una alta acumulación de H202 y una reducción en la actividad catalasa y superóxido 
dismutasa. Cuando la temperatura es de 30ºC, la actividad catalasa muestra una relación 
linear con el vigor de la semilla (Lehner et al., 2008). 
 
A pesar de la importancia que tienen factores como el almacenamiento, contenido de 
humedad de las semillas y actividad enzimática, en semillas de granadilla no existe 
información al respecto. Por esta razón, el objetivo de esta investigación fue determinar 
el comportamiento del contenido de humedad, la germinación y la actividad enzimática 
catalasa de las semillas de granadilla durante el almacenamiento en diferentes 
condiciones de ambiente (laboratorio y 4ºC) y empaque, fáciles de proporcionar para 
viveristas y agricultores.  
2.3 Materiales y métodos 
2.3.1 Ubicación 
El experimento tuvo lugar en la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotá, las 
pruebas bioquímicas se realizaron en el laboratorio de Fisiología y Bioquímica Vegetal 
del departamento de Biología, la medición del contenido de humedad, el peso y la 
germinación de las semillas se realizó en el laboratorio de Fisiología Vegetal de la 
Facultad de Agronomía. Las semillas se almacenaron por nueve meses en condiciones 
de cuarto frío (2,3-5ºC y de 95-99%HR) y en las condiciones ambientales del Laboratorio 
Germinación, viabilidad y actividad enzimática de catalasa durante el
almacenamiento de semillas de granadilla (Passiflora liguraris Juss) 
41
 
de Recursos Genéticos de la  Facultad de Agronomía, donde la humedad relativa 
máxima y mínima fue de:  48-60%, 56-62% y 58-66%, y la temperatura: 20,3-24,2ºC,17-
22,5ºC y 19,4-23,8ºC durante el primer (0 a 3 meses), segundo (3 a 6 meses) y tercer (6 
a 9 meses) periodo de almacenamiento, respectivamente.     
2.3.2 Materiales 
Las semillas fueron extraídas de frutos en color 5 y 6 (ICONTEC, 1999) de las 
accesiones PrJ1 y PrJ2, siguiendo los métodos descritos en el capitulo dos.   
 
Las bolsas para empacar las semillas fueron bolsas transparentes de polietileno de baja 
densidad con cierre ziploc (ziploc®) y bolsas de papel de color café claro.   
2.3.3 Diseño experimental 
En este caso, los tratamientos se organizaron en un diseño completamente al azar en 
arreglo factorial de 2x2x2, donde el primer factor estuvo representado por las accesiones 
de granadilla (PrJ1 ó PrJ2), el segundo por el ambiente de almacenamiento (cuarto frío o 
condiciones ambientales del laboratorio) y el tercero por el tipo de empaque utilizado 
(bolsas de papel ó bolsas ziploc®), para un total de ocho combinaciones. Al inicio de la 
prueba y cada tres meses durante nueve meses, se midió el PG y viabilidad de las 
semillas, el contenido de humedad con ayuda de un medidor de humedad Ohaus® 
MB24, el contenido de proteína total y la actividad catalasa de las semillas.  
2.3.4 Porcentaje de germinación y viabilidad 
El PG y los índices respectivos se calcularon siguiendo el procedimiento enunciado en el 
segundo capítulo (2.3.4), al igual que el procedimiento para determinar el porcentaje de 
semillas viables (2.4.1). En este caso, se hizo diferencia entre el número total de semillas 
viables y la proporción de semillas viables sobre semillas sin germinar (semillas 
restantes), la primera proporción fue la suma de semillas germinadas más las semillas 
que dieron positivo a la prueba de tetrazolio sobre las semillas puestas a germinar por 
repetición (100), la segunda es una relación entre las semillas que dieron positivo a la 
prueba de tetrazolio sobre el número de semillas que quedaron sin germinar. Esta última 
se tomó ya que da una mejor idea de la cantidad de semillas que pueden estar latentes, 
es decir viables pero sin germinar después de la prueba de germinación.   
 
En este experimento también se evaluó el número de semillas anormales, tomadas como 
aquellas que presentaran algún daño o malformación en la radícula (Pereira y de 
Andrade, 1994) 
2.3.5 Contenido de humedad 
Para medir la humedad de la semilla, se tomaron tres repeticiones por tratamiento, cada 
una de 4 g de semillas enteras, se pusieron a 130ºC en el medidor de humedad Ohaus® 
MB24 y se dejaron por 1 h, de acuerdo con lo recomendado por la ISTA para semillas 
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pequeñas, por las Reglas Brasileras de análisis de semillas (Brasil, 2009) y con la 
metodología utilizada por Carlesso et al. (2005) para semillas de maracuyá. 
2.3.6 Contenido de proteína actividad enzimática catalasa 
Primero se realizó la adaptación de los protocolos empleados en el Laboratorio de 
Fisiología y Bioquímica Vegetal del departamento de Biología de la Universidad Nacional 
de Colombia (Bogotá). La evaluación de protocolos para las semillas de granadilla 
aparece en el anexo A.    
 
Se realizaron pruebas para medir la actividad de peroxidasa, siguiendo el siguiente 
procedimiento. 
 
En una celda de cuarzo se evaluaron diferentes proporciones de extracto enzimático y 
buffer con el fin de determinar la mejor para realizar la prueba de peroxidasa. 
 
En cada pozo se pusieron diferentes volúmenes de extracto, empezando desde 0 hasta 
llegar a 50 µL, aumentando en 5µL de extracto en cada pozo (esto se hizo por triplicado). 
 
En cada pozo el volumen se llevó hasta 50 µL adicionando Buffer fosfato de sodio pH 
6,8, es decir en el primero había 0 µL de extracto enzimático y 50 µL de buffer, en el 
segundo había 5 µL de extracto y 45 µL de buffer, en el décimo había 45 µL de extracto y 
5 µL de buffer y en el último (11) había 50 µL de extracto solamente.  
 
Cada solución se repitió por triplicado tanto para la prueba con  o-dianisidina como para 
la de guayacol. Cuando todos los pozos tenían los 50 µL de solución se agregó a cada 
uno 100 µL de o-dianisidina, o de guayacol.  
 
Finalmente en cada pozo se agregaron 40 µL de peróxido de hidrógeno y la celda se 
dejó en el mezclador por 5 min y luego en la incubadora (37ºC) por el mismo tiempo. Se 
observó que luego de los cinco minutos de incubación no hubo cambio de color, 
indicador de la actividad de POD, por lo que se descartó esta metodología para evaluar 
la actividad de esta enzima. 
 
Esta metodología se repitió dos veces, en la primera se utilizó extracto almacenado por 
una semana y en la segunda se utilizó sobrenadante recién extraído, en ninguna de las 
dos se observó coloración. 
 
Con base en la metodología utilizada por Baily et al. (1998) se desarrolló un buffer 
diferente para realizar la prueba con la metodología anteriormente nombrada. Se 
prepararon 100mL del nuevo buffer que contenía 2g de PVP-40, 2mM de DTT (30,86mg), 
10 mM de KCl (74mg), 1mM de MgCl2 (9,4mg) y 1mM de EDTA-NO2 (37,223mg), 
siguiendo las metodologías utilizadas en el laboratorio, se agregaron 1,115615g de 
NaH2PO4 y O,4411g de Na2HPO4. Este buffer  se llevó a pH 7,8 adicionando NaOH (1N).  
 
En ninguno de los casos se presentó coloración, lo cual indica que con ninguna de estas 
metodologías se reporta actividad POD en las semillas de granadilla, por lo tanto se 
decidió no medir esta actividad enzimática ya que la elaboración de un nuevo protocolo 
implica mucho tiempo y costos. 
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2.3.7 Análisis estadístico 
Se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas con ayuda del 
paquete estadístico SAS (prueba de Shapiro-Wilk y prueba de Levene, respectivamente). 
Luego se realizó la validación del modelo mediante un ANAVA y se evaluaron las 
diferencias entre los tratamientos mediante una prueba de Tukey (P<0,01) en cada uno 
de los cuatro periodos analizados. También se realizó la prueba de Tukey (P<0,01) en 
cada tratamiento para identificar diferencias entre cada periodo de tiempo; lo anterior 
para cada variable. 
 
En todos los casos se usó el paquete estadístico SAS (Statiscal Analisis System ), 
versión 9.1. 
2.4 Resultados 
2.4.1 Humedad y peso de las semillas 
El comportamiento de la humedad no siempre fue el mismo que el peso 100 semillas 
durante los nueve meses de almacenamiento (figura 2-1), esto se debe a que la pérdida 
de peso no fue producto solamente de la pérdida de agua, ya que el material de la testa 
pudo sufrir desgaste y de esta forma causar una pérdida considerable de peso; lo cual se 
reflejó en los restos fibrosos de las testas que quedaron en algunos empaques donde se 
encontraban las semillas almacenadas luego de retirarlas; observados principalmente en 
las semillas almacenadas en el cuarto frío. Es posible que se dé un mayor deterioro de la 
parte externa de las semillas de granadilla almacenadas a baja temperatura, alta 
humedad relativa del ambiente y en empaques permeables. 
 
Con el cambio en el peso de las semillas por pérdidas de tejido de las cubiertas 
seminales, se espera que cambie la proporción de la humedad, lo cual puede explicar en 
parte el comportamiento errático de la humedad de las semillas en algunos tratamientos. 
 
Las semillas empacadas en bolsas de papel y almacenadas en cuarto frío presentaron 
las mayores pérdidas en el peso de 100 semillas, disminuyendo en 11,4 y 11,5% para 
PrJ1 y PrJ2, respectivamente, lo cual sugiere un alto desgaste, principalmente de la 
testa, de las semillas de granadilla en estas condiciones (figura 2-1).  
 
Figura 2-1: Humedad (A y B) y peso de 100 semillas (C y D), de los ecotipos PrJ1 (A y 
C) y PrJ2 (B y D), durante 4 periodos de almacenamiento en cuarto frío (CF) o 
condiciones de laboratorio (AM), en bolsas ziploc (z) o bolsas de papel (pp). 
 
A B
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La humedad de las semillas al igual que el peso de 100 semillas antes del 
almacenamiento (0 meses) presentó diferencias estadísticas entre las accesiones; fueron 
más pesadas las semillas de PrJ1, con 2,9 g/100 semilla, mientras la humedad de estas 
semillas fue menor (10%) que en las semillas de PrJ2 (11%) (figura 2-1).  
 
A lo largo del almacenamiento, los tratamientos mostraron efectos significativos sobre 
estas dos variables en cada periodo, excepto al sexto mes, cuando los tratamientos no 
presentaron diferencias significativas en el peso de 100 semillas (figura 2-1 C y D).   
 
El ANAVA indicó que el tiempo afectó significativamente el contenido de humedad y el 
peso de 100 semillas. Además, en todos y cada uno de los tratamientos existieron 
diferencias significativas para el peso de 100 semillas y el contenido de humedad entre 
los cuatro periodos de almacenamiento, lo cual confirmó el efecto significativo del tiempo 
en cada caso.  
2.4.2 Germinación y viabilidad 
Las diferencias en el PG, el número de semillas anormales, la proporción semillas viables 
sobre el total de semillas restantes y el porcentaje de semillas viables entre los 
tratamientos, solo fue significativa en los 6 y 9 meses de almacenamiento (fig. 2A, B, C y 
D). Mientras que el TMG y la VMG mostraron diferencias en todos los periodos de 
0
2
4
6
8
10
12
0 3 6 9
Co
nt
en
id
o d
e h
um
ed
ad
 (%
)
Periodo de almacenamiento (meses)
PrJ1
CF‐z CF‐pp AM‐z AM‐pp
0
2
4
6
8
10
12
0 3 6 9
Co
nt
en
id
o d
e h
um
ed
ad
 (%
)
Periodo de almacenamiento (meses)
PrJ2
CF‐z CF‐pp AM‐z AM‐pp
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
2,9
3
0 3 6 9
Pe
so
 de
 10
0 s
em
ill
as
 (g
)
Periodo de almacenamiento (meses)
PrJ1
CF‐z CF‐pp AM‐z AM‐pp
2,3
2,4
2,5
2,6
2,7
2,8
2,9
3
0 3 6 9
Pe
so
 de
 10
0 s
em
ill
as
 (g
)
Periodo de almacenamiento (meses)
PrJ2
CF‐z CF‐pp AM‐z AM‐pp
Germinación, viabilidad y actividad enzimática de catalasa durante el
almacenamiento de semillas de granadilla (Passiflora liguraris Juss) 
45
 
almacenamiento, e incluso antes de colocar las semillas en almacenamiento (período 0), 
presentaron diferencias entre las accesiones (fig. 2-2 E y F). 
 
De las semillas empacadas en bolsas ziploc® las únicas que tuvieron un cambio 
significativo en el PG a lo largo del tiempo fueron las de PrJ2 almacenadas en medio 
ambiente, las cuales mostraron una reducción significativa a los 3 y 6 meses de 
almacenamiento, con PG de 48 y 58%, respectivamente (figura 2-2A).  
 
Para las semillas almacenadas en papel, en todos los casos, los cambios en la humedad 
a lo largo del almacenamiento fueron significativos, observándose la reducción con el 
transcurso del almacenamiento en todos los casos, excepto las semillas de PrJ1 
almacenadas al medio ambiente que mostraron un aumento significativo del PG con el 
aumento en el período de almacenamiento; logrando un PG de 75,3%, el más alto 
alcanzado en todo el experimento (figura 2-2A).  
 
El número de semillas anormales no mostró variaciones significativas en el tiempo para 
las semillas de PrJ1 almacenadas en cuarto frío en bolsas ziploc® (4,6 semillas 
anormales en promedio) y las semillas de PrJ2 almacenadas al ambiente en bolsas de 
papel (2,8 semillas anormales en promedio), el resto de los tratamientos mostraron un 
aumento significativo en esta variable con el aumento en el período de almacenamiento 
(figure 2-2B).  
 
Las semillas de PrJ2 almacenadas al medio ambiente y empacadas en bolsas ziploc®, 
no presentaron diferencias significativas en el porcentaje de semillas viables sin germinar 
(72,9% promedio) y en las semillas viables totales (91,2% promedio) a lo largo del 
almacenamiento (figura 2-2 C y D). En el resto de los tratamientos la viabilidad de las 
semillas empezó a disminuir significativamente a los 6 y/o 9 meses de almacenamiento; 
con reducciones en la viabilidad total de hasta 76,5%, para las semillas almacenadas en 
cuarto frío y bolsas de papel (figura 2-2 C y D). 
  
El TMG permaneció constante (sin diferencias estadísticas significativas) durante todo el 
periodo de almacenamiento en las semillas de PrJ2 almacenadas al ambiente (18,8 d, 
promedio) y de PrJ1 almacenadas en cuarto frío (22,3d, promedio), empacadas en 
bolsas de papel. Las semillas de PrJ2 empacadas en papel y almacenadas en 
refrigerador mostraron el menor TMG a los 6 meses (15,2 d) y el mayor a los 9 meses 
(32 d), siendo significativo el cambio de esta variable en el tiempo. Los demás 
tratamientos presentaron una disminución significativa de este índice a los 6 y 9 meses 
de almacenamiento, con un mínimo de 13,08 d (figura 2-2E).  
 
Las semillas de PrJ1 almacenadas en cuarto frío y empacadas en bolsas ziploc® (2,07 
semillas d-1, promedio) o almacenadas al ambiente en bolsas de papel (2,37 semillas d-1, 
promedio) fueron las únicas que no mostraron cambios significativos en la VMG durante 
el tiempo de almacenamiento. En el resto de los tratamientos hubo variación significativa 
en el tiempo, con tendencia a disminuir a medida que avanzó el almacenamiento, con 
excepción del almacenamiento en cuarto frío en bolsas ziploc® de las semillas PrJ2, el 
cual mostró la menor VMG a los 6 meses (1,5 semillas d-1) y la mayor VMG a los 9 
meses (4,9 semillas d-1) de almacenamiento (figura 2-2F). 
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Figura 2-2: Porcentaje de germinación (A), número de semillas anormales (B), 
viabilidad (C y D), e índices de germinación (E yF), en semillas de granadilla de la 
accesión PrJ1 (○) y PrJ2(■), durante 4 periodos de almacenamiento en cuarto frío (líneas 
azules) y ambiente de laboratorio (líneas rojas), empacadas en bolsas ziploc® (línea 
continua) o bolsas de papel (línea intermitente).   
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La combinación de cuarto frío y bolsa de papel (CF-pp), presentó los menores PG (0 y 
6,6%), los mayores porcentajes de plántulas anormales (17,3 y 11%), el menor 
porcentaje de semillas viables (23,06%), los mayores TMG (21,8 y 32 d) y las menores 
VMG (0,12 y 0 semillas d-1) durante los últimos meses de almacenamiento evaluados 
(figura 2-2). Lo anterior indica que las semillas empacadas en bolsas de papel y 
almacenadas en cuarto frio, tienen una degradación muy rápida de su calidad fisiológica.  
2.4.3 Actividad enzimática catalasa y proteína total soluble 
Las semillas de PrJ2 presentaron una actividad enzimática neta de catalasa de 8,2 µM 
de H2O2. min-1 la cual disminuyó significativamente a los tres meses en todas las 
condiciones de almacenamiento, siendo  hasta del 68% en semillas almacenadas al 
ambiente. Las semillas de PrJ1 presentaron 6,4 µM de H2O2. min-1 al inicio del 
almacenamiento (0 meses) y su cambio con respecto a los tres meses no fue 
significativo, mostrando incluso aumento de su actividad (figura 2-3A). Entre las 
accesiones hubo diferencias significativas (P<0,01) en la actividad enzimática neta de 
catalasa al inicio del almacenamiento. 
A partir de los tres y hasta los nueve meses de almacenamiento, la actividad enzimática 
neta de catalasa presentó un aumento constante hasta alcanzar valores entre 22 y 34 µM 
de H2O2. min-1 al final de este periodo (fig. 3A). Este comportamiento se observó en todos 
los tratamientos menos en las semillas almacenadas en CF-pp, en las cuales la actividad 
neta de catalasa no cambió significativamente durante el almacenamiento (figura 2-3A).  
 
El contenido de proteína total soluble presentó diferencias significativas entre las 
accesiones al inicio del almacenamiento, siendo mayor para PrJ2 con 0,14 mg de 
proteína por cada 100 mg de tejido de semilla (figura 2-3B). A los tres meses hubo una 
disminución significativa del contenido de proteína total soluble, para mostrar valores 
menores a 0,055 mg en todos los tratamientos. Los valores mostraron la tendencia a 
aumentar en los meses siguientes, para alcanzar valores entre 0,056 mg y 0,071 mg al 
final (figura 2-3B).     
 
Producto de este comportamiento, la actividad enzimática en función del contenido de la 
proteína aumentó con el período de almacenamiento, para al final mostrar una actividad 
entre 344 y 522 µM de H2O2. min-1. mg-1 de proteína con excepción de los tratamientos 
CF-pp que terminaron en valores mucho menores que los alcanzados en los demás 
tratamientos:130 y 165,43 µM de H2O2. min-1. mg-1 de proteína, para PrJ1 y PrJ2 
respectivamente (figura 2-3C). 
 
Al ajustar el protocolo para la evaluación de la actividad de catalasa, se encontró que la 
mayor cantidad de proteína total soluble y de peróxido consumido se obtuvieron con 
10mg de polivinilpolipirrolodona (PVPP), por lo cual se utilizó esta cantidad en todas las 
pruebas posteriores. Tanto PVPP, utilizada antes de la extracción, como la 
polivinilpirrolidona (W40,000), utilizada en el buffer de extracción, son aditivos utilizados 
para eliminar la interferencia en el proceso de extracción con fenoles y polifenoles 
(Melgarejo, 2010).  
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Figura 2-3: Actividad enzimática catalasa neta (A), Contenido total de proteína (B) y 
actividad enzimática por mg de proteína (C) en semillas de granadilla de la accesión PrJ1 
(○) y PrJ2(■), durante cuatro periodos de almacenamiento en cuarto frío (líneas azules) y 
ambiente de laboratorio (líneas rojas), empacadas en bolsas ziploc (línea continua) o 
bolsas de papel (línea intermitente).  
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Con respecto a la actividad de la enzima, en semillas de granadilla estos serían los 
primeros reportes publicados. En otras especies se ha reportado la actividad de 
diferentes enzimas antioxidantes, sin embargo, las metodologías utilizadas varían. 
Lehner et al. (2007) en embriones de semillas de trigo sometidas a envejecimiento; 
reportan valores entre 3 y 9,6 nM de H2O2 .min-1 mg-1 de proteína. Tanida (1996) encontró 
una actividad CAT entre 10 y 90 µM de H2O2 .min-1 mg-1, utilizando una metodología en la 
cual la cuantificación en el espectrofotómetro se realizó a 240nm.   
 
La POD no mostró actividad ni con el buffer a pH 7,2 utilizado en el laboratorio de 
fisiología y bioquímica vegetal para determinar la actividad de esta enzima en hojas 
principalmente, ni con el buffer a pH 7,8 adaptado de la metodología utilizada por Bailly et 
al. (1998) para semillas de girasol.       
2.5 Discusión 
2.5.1 Humedad de las semillas durante el almacenamiento 
Las semillas de granadilla presentaron porcentajes de humedad entre 7,9  y 11%, 
alcanzando PG por encima del 50% y una alta conservación de la viabilidad durante los 9 
meses, en la mayoría de los tratamientos (excepto en CF-pp). En ningún caso, los 
porcentajes de humedad más bajos se relacionaron con la disminución de la calidad 
fisiológica de las semillas. Este hecho sugiere un comportamiento intermedio de las 
semillas de granadilla en almacenamiento. A pesar de que Ospina et al., (2000) logra la 
conservación de las semillas de granadilla con una humedad mínima de 9%, mayor a la 
mínima reportada en este experimento, le atribuyen un comportamiento más ortodoxo a 
las semillas de granadilla en comparación con las semillas de maracuyá. Sin embargo, 
para clasificar el comportamiento de una semilla como ortodoxa, ésta debe soportar 
desecación hasta 5% de humedad (Hong y Ellis, 1996). Por lo tanto, ninguno de los 
estudios reportados para semillas de granadilla puede clasificarlas como tal. Las semillas 
consideradas como intermedias soportan valores de humedad alrededor del 10% (Hong y 
Ellis, 1996); más cercano a los reportados para las semillas de granadilla.  
   
Resultados similares se han encontrado para semillas de otras pasifloras. Las semillas 
de maracuyá se conservan mejor al ser empacadas herméticamente a contenido de 
humedad de 9,1%, ya que alcanzan PG de 72% después de un año de almacenamiento, 
mientras con 5,2% de humedad pierden la viabilidad a los 10 meses (Thai, 1977). 
 
Es importante destacar que para lograr los bajos porcentajes de humedad de las semillas 
de granadilla a los cuales fueron almacenadas, no se utilizaron equipos especializados, 
solo fue un secado al aire libre por 20 d en condiciones de laboratorio (23ºC y entre 47 y 
63% de HR). La permeabilidad del empaque, la temperatura y la humedad relativa del 
ambiente han demostrado ser decisivas en el comportamiento del contenido de humedad 
de la semilla y por tanto del mantenimiento de su calidad fisiológica durante el 
almacenamiento. Adicional a esto, las condiciones de la semilla al inicio del 
almacenamiento también definen el éxito de este proceso. 
 
A pesar de ser sometidas a las mismas condiciones, las semillas de cada accesión 
mostraron un proceso de secado diferente, ya que presentan 1% de diferencia en el CH 
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al cual se almacenaron, esto también pudo influir en la respuesta de las semillas al 
almacenamiento. En maracuyá se considera que 10% de humedad es óptimo para 
mantener las semillas a 20ºC y una fluctuación del CH de 1,5% como estable (Martins et 
al., 2005). Por otro lado, Fonseca y Silva (2005), encontraron que humedades de la 
semilla menores o iguales a 17% presentaron mayor conservación del poder germinativo 
durante el almacenamiento de semillas de maracuyá, independientemente de la 
temperatura. Una diferencia de 2% en la humedad de las semillas de maracuyá al 
momento de ser almacenadas en empaques impermeables hizo que las semillas con 
menor humedad (8%) mantuvieran por más tiempo la viabilidad de las semillas (Catunda 
et al., 2003). Sin embargo, al empacar las mismas semillas en bolsas de papel, ocurrió lo 
contrario, las semillas con menor CH inicial perdieron más rápido la calidad fisiológica. 
Estas diferencias se dieron en condiciones medioambientales, en cámara fría o en 
nevera, el efecto del CH inicial fue similar. 
 
Durante el almacenamiento se observaron fluctuaciones en la humedad de las semillas 
de granadilla. Esto se debe a que cambios en la temperatura y humedad relativa del 
ambiente provocan constantes ajustes de la humedad de semillas almacenadas en 
empaques permeables al vapor de agua (Carvalho y Nakagawa, 2000). En empaques 
permeables, las semillas de maracuyá presentan fluctuaciones en su humedad; las 
cuales son mayores en almacenamiento en nevera (4ºC y 60% HR), debido a  la alta HR. 
Incluso en cámara fría (18ºC y 24%HR) las semillas presentaron fluctuación de su 
humedad a pesar de la baja HR en este tratamiento. Dichas fluctuaciones no se 
presentan en semillas empacadas herméticamente (Catunda et al., 2003)  
 
En esta investigación se evaluaron metodologías sencillas de almacenamiento que 
pudieran ser utilizadas por agricultores o viveristas; en este caso el empaque en bolsas 
Ziploc® no fue un empaque completamente impermeable, pero posiblemente presentó 
mayor restricción al flujo de vapor de agua que el empaque de papel ya que las 
fluctuaciones en este material fueron menores. El empacado de las semillas afecta la 
calidad de las mismas no solo dependiendo del material que se utilice y su grado de 
permeabilidad al vapor de agua; también tiene gran influencia, posiblemente mayor, la 
forma como se realiza esta actividad. Fonseca y Silva (2005) encontraron que al 
almacenar las semillas en polietileno pero de forma hermética, la fluctuación en la 
humedad de las semillas fue máximo de 0,9% durante 315 días a diferentes 
temperaturas y CH iniciales.  
 
Por lo anterior, es importante continuar con las investigaciones, evaluando otros tipos de 
empaques más apropiados para la conservación de semillas (empacado hermético en 
materiales impermeables), para lograr una tecnología que permita la conservación de 
estas semillas por varios años con fines comerciales o de conservación en bancos de 
germoplasma.   
2.5.2 Germinación y viabilidad durante el almacenamiento de las 
semillas 
A los tres meses del almacenamiento, las semillas de granadilla presentaron una 
disminución en el PG en la mayoría de los tratamientos, pero entre los 3 y los 9 meses el 
PG se mantuvo e incluso aumentó. Al comparar el PG de semillas de granadilla 
almacenadas por dos años y tres meses, durante tres meses y 11d,  y semillas recién 
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extraídas, se encontró que las semillas almacenadas por más de dos años presentaron 
88%, las de  tres meses, 26% y las recién extraídas 7%. (Silva et al., 2002). El 
experimento de Silva et al., (2002) coincide con el presente documento en que la 
germinación a los 3 meses fue menor que la germinación en periodos más largos de 
almacenamiento, sin embargo el bajo porcentaje de germinación inicial reportado por 
Silva et al. puede ser debido a cambios en las condiciones de la prueba de germinación o 
a cambios en la adecuación de las semillas antes de ponerlas a germinar, ya que Silva y 
colaboradores dejaron fermentando al semilla por 7 d y la dejaron secando por 10 d, lo 
cual difiere ampliamente con el procedimiento seguido en esta investigación.   
 
El periodo de almacenamiento puede mejorar la capacidad germinativa de las semillas si 
estas presentan condiciones de latencia. Para el caso de las semillas de granadilla, como 
se observó en este experimento, al igual que lo reportado por algunos autores para 
semillas de maracuyá (Almeida, 1985; Almeida et al., 1988; Medina, 1980; Catunda et al., 
2003), la germinación presentó variación a lo largo del tiempo de almacenamiento; esto 
sugiere características de latencia en estas semillas (Martins et al., 2005).  
 
Puntualmente las semillas de la accesión PrJ1 mostraron mayores PG cuando fueron 
almacenadas a temperaturas cercanas a 20ºC (ambiente de laboratorio), condición 
similar a la estratificación cálida recomendada para superar la latencia de semillas con 
embriones inmaduros (Baskin et al., 2002). 
 
Las semillas de granadilla presentan una alta conservación de la calidad fisiológica en 
condiciones de medio ambiente, ya que después de 9 meses de almacenamiento 
presentaron PG hasta de 72,6%, 40% más con respecto al PG de las semillas sin 
almacenamiento.  Al comparar estos resultados con los obtenidos en semillas de otras 
pasifloras, se observa una mejor respuesta de las semillas de granadilla al 
almacenamiento. A nivel general, el almacenamiento de semillas de pasifloras a medio 
ambiente se puede realizar manteniendo una calidad aceptable de las semillas, al menos 
para las condiciones bajo las cuales se realizó este trabajo e incluso condiciones más 
extremas (21,5-29ºC y 50%-80% de HR) (Catunda, 2003) evaluadas en ensayos previos.  
 
Para el caso de granadilla en condiciones ambientales del laboratorio, el almacenamiento 
por nueve meses logró incluso mayores PG y una alta conservación de la viabilidad. 
Según Costa et al (1974) para mantener una capacidad germinativa de 50% en semillas 
de maracuyá,  el período de almacenamiento no debe superar los 8 meses cuando este 
se realiza en condiciones ambientales. Chapman (1962) encontró que semillas de 
maracuyá que inicialmente presentaban 85% de germinación, después de un año de 
almacenamiento presentaron menos de 25% de semillas viables. Semillas de maracuyá 
almacenadas en condiciones ambientales alcanzaron 16,5% de semillas germinadas, 
mientras que las semillas mantenidas en cámara seca, por el mismo periodo, alcanzaron 
31,5% de germinación.  
 
Este comportamiento diferencial entre las semillas de granadilla y maracuyá, además de 
las diferencias entre las especies, está fuertemente influenciado por las condiciones 
ambientales en cada uno de los experimentos. Para el caso del presente experimento 
con semillas de granadilla, el almacenamiento se realizó en el Laboratorio de Recursos 
Genéticos, en la ciudad de Bogotá, donde la humedad relativa (48-66%) y temperatura 
(17-24ºC) no fueron altas. Oliveira et al. (1984) constató el mantenimiento de la viabilidad 
de las semillas de maracuyá por cinco años cuando se conservan en cámara seca. 
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Almeida (1988) verificó que en semillas de diferentes estados de madurez, después de 
12 meses de almacenamiento, las semillas que se mantuvieron en condiciones 
ambientales presentaron menores valores de germinación en comparación con aquellas 
mantenidas en cámara seca (45% de HR) o en refrigerador (5ºC), las cuales obtuvieron 
63 y 82% de germinación respectivamente. Esto puede ser debido a condiciones 
ambientales más extremas en los estudios realizados en maracuyá.     
 
Para el caso de las semillas de granadilla, el efecto del almacenamiento en cuarto frío en 
empaque de papel contribuyó a un deterioro más rápido de la semilla, reflejado en una 
menor germinación en todos los períodos evaluados, mayor número de semillas 
anormales, menos semillas viables, más tiempo para germinar y menor velocidad de 
germinación. Mientras los resultados para las semillas empacadas en bolsas ziploc® son 
muy diferentes, mostrando incluso aumentos significativos del PG entre los 3 y los 9 
meses. Esto sugiere que el empaque plástico presentó restricción al flujo de vapor de 
agua, que permitió una mejor conservación de las semillas.  
     
Esto refleja una alta sensibilidad de la semilla de granadilla a soportar altas HR en 
condiciones de baja temperatura. Esto parece ser contradictorio con la literatura ya que 
para la conservación de semillas de pasifloras se recomienda hacerlo en nevera (Geraldi 
Júnior, 1974; Thai, 1977; Becker et al., 1983; Almeida, 1985; Sao José, 1987). Sin 
embargo, en este caso la humedad relativa fue mayor que en las condiciones 
refrigeradas previamente estudiadas en otras especies  (Catunda et al., 2003; Lima et al., 
1999), indicando la importancia de este factor (HR) en el almacenamiento, principalmente 
cuando se hace en bolsas de papel. Con respecto al empaque, se hace énfasis en el uso 
de empaques plásticos para una mejor conservación a largo plazo de las semillas de 
maracuyá a bajas temperaturas (Carvalho, 1988).  
  
A pesar de no ser las condiciones de almacenamiento óptimo para semillas, todas las 
semillas empacadas en bolsas ziploc® o almacenadas a medio ambiente presentaron 
una buena conservación de la calidad de la semilla (más de 50% de PG, y más de 90% 
de semillas viables) e incluso, en algunos tratamientos, la aumentó significativamente 
(72%). Lo que indica que las semillas de granadilla pueden tolerar un amplio rango de 
condiciones ambientales de almacenamiento por periodos de 9 meses.  
2.5.3 Actividad enzimática catalasa y contenido total de proteína 
soluble 
El proceso de envejecimiento que se dio durante el almacenamiento de las semillas de 
granadilla, pudo promover la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en los 
tejidos y por lo tanto la acumulación de productos citotóxicos (Benson y Bremner 2004); 
esto representa un gran limitante durante la conservación de las semillas. Por lo tanto, 
era de esperarse una respuesta de los mecanismos antioxidantes para evitar este 
proceso, lo cual se relaciona con el aumento marcado de la actividad CAT observado a lo 
largo de los nueve meses de almacenamiento de las semillas de granadilla, el cual, en 
otras especies, ha sido reportado como un efecto del envejecimiento de las semillas (Li y 
Ross, 1990).  
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La catalasa se encuentra en los peroxisomas y su función es la detoxificación del H2O2 
presente en las células como producto de diferentes estreses o  procesos de 
envejecimiento como puede ocurrir en las semillas almacenadas (Willekens et al., 1995). 
   
En las semillas de granadilla sometidas a almacenamiento, la actividad enzimática de 
catalasa estuvo parcialmente relacionada con el mantenimiento de la viabilidad, ya que 
los tratamientos que presentaron menor porcentaje de germinación y de viabilidad en los 
periodos finales de almacenamiento, fueron los mismos que presentaron actividades 
enzimáticas más bajas. Sin embargo, algunos tratamientos presentaron disminución del 
PG a los 9 meses con respecto a los 6 meses, lo cual no se ve relejado en la actividad 
catalasa que aumentó constantemente en todos los tratamientos excepto los de cuarto 
frío con bolsas de papel. 
 
La protección contra los radicales libres es la forma más importante de prevenir el estrés 
oxidativo. En el caso de las semillas, los mecanismos dirigidos contra la actividad de las 
especies reactivas de oxígeno durante el almacenamiento es predominantemente 
enzimático; dentro de estos mecanismos, la catalasa es una importante enzima de 
detoxificación de radicales libres (Bailly et al., 1998; Goel et al., 2003).  
 
Se ha encontrado que la pérdida en la viabilidad de las semillas de varias especies 
puede estar muy relacionada con la disminución en la actividad antioxidante (Pukacka y 
Ratajczak, 2005; Goel et al., 2003; Bailly et al., 1998; kibinza et al., 2006; Varhese y 
Naithani, 2008). Bao et al. (2011) muestran como al someter semillas de Pyrus 
betulaefolia Bge. a almacenamiento a 5ºC y a temperatura ambiente (30-40ºC) por 12 
meses, las semillas disminuyen el PG y la actividad enzimática catalasa en la misma 
tendencia. Las semillas sometidas a almacenamiento a 5ºC exhiben una leve 
disminución de ambas variables con el aumento en el período de almacenamiento, 
mientras que las semillas almacenadas a temperatura ambiente muestran una 
disminución drástica en las mismas desde los 6 meses hasta el final del almacenamiento 
(Bao et al., 2011).      
 
Lo anterior sugiere que la disminución en la actividad de catalasa puede explicar, al 
menos en parte, la pérdida de viabilidad de las semillas de una gran cantidad de 
especies, en el presente experimento, para las semillas del tratamiento CF-pp. Sin 
embargo, Merritt et al. (2003) encontraron que la actividad catalasa no tuvo relación con 
la viabilidad de las semillas de cuatro especies arbóreas nativas de Australia; Acacia 
bivenosa DC., Anigozanthos manglesii D. Don, Banksia ashbyi E.G. Baker y 
Mesomelaena tetragona (R. Br.) Benth, almacenadas bajo diferentes condiciones de 
humedad y temperatura. En conjunto, estos resultados indican que la respuesta de la 
actividad enzimática al almacenamiento y su relación con la viabilidad de las semillas 
depende de cada especie.  
 
Los resultados obtenidos en la presente investigación reflejan la dificultad para establecer 
una relación cercana entre la actividad enzimática y la viabilidad de las semillas, y los 
factores que afectan esta relación, sin embargo, es claro que los cambios en los sistemas 
antioxidantes tienen un gran potencial en el daño de las semillas (Wen et al., 2010).  
  
En la mayoría de los casos el estudio de la actividad antioxidante se ha realizado en 
semillas sometidas a procesos de envejecimiento artificial o natural, lo cual en conjunto 
indica que el estrés oxidativo se caracteriza por ser secundario y acumulativo (Wen et al., 
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2010), tal como se observa en tejidos vegetales verdes. Al parecer,  las perturbaciones 
en la actividad de las enzimas antioxidantes son un factor importante, más no letal en la 
conservación de las semillas (Wen et al., 2010).      
 
Las semillas de granadilla se sometieron a cuarto frío, donde aparte del efecto del 
almacenamiento como tal, las temperaturas bajas también ejercen efectos directos sobre 
la fisiología de las semillas. A los tres meses se observó que las semillas almacenadas a 
4ºC presentaron un mayor declive de su actividad enzimática catalasa neta, pero una 
menor disminución de la cantidad de proteína total soluble. Es comúnmente reportado el 
efecto del frío en la superación de la latencia, el cual está relacionado con cambios en el 
contenido hormonal y cambio en la sensibilidad a la aplicación de hormonas (Schmitz et 
al., 2002), al igual que cambios en la actividad enzimática involucrada en la movilización 
de reservas y la gluconeogénesis (Bogatek et al., 2002). La estratificación fría ha 
mostrado tener efecto sobre la movilización de las proteínas de almacenamiento de la 
semilla, lo cual afecta la capacidad germinativa ya que dichas proteínas son fuente de 
aminoácidos para la síntesis de novo de proteínas específicas de la germinación (Rajjou 
et al., 2004).  
 
Los resultados del presente experimento mostraron un comportamiento similar a los 
encontrados por Einali y Sadeghipour (2007) en la estratificación fría y caliente de 
semillas de Junglans regia. Estos autores encontraron que el aumento en el tiempo de 
los tratamientos (estratificación) estuvo acompañado de un aumento en el PG, y una 
disminución el contenido de proteína, inicialmente drástico, seguido de un 
comportamiento casi constante con leves aumentos; similar a lo observado en las 
semillas de granadilla sometidas a diferentes tipos de almacenamiento. En el caso de las 
semillas de J. regia, la disminución en el contenido de proteína total estuvo acompañado 
de un aumento en la concentración de aminoácidos libres, esto indica una posible 
activación de rutas metabólicas activadas por aminoácidos, que pueden contribuir a la 
liberación de la latencia (Einali y Sadeghipour, 2007). 
  
Aunque en el experimento discutido en este documento no se realizaron tratamientos de 
estratificación fría, durante el almacenamiento, las semillas pudieron sufrir cambios 
metabólicos similares a la estratificación, si se tiene en cuenta que  la humedad de las 
semillas en ninguno de los tratamientos fue inferior al 6%, que es el contenido 
recomendado para almacenar semillas ortodoxas, el cual reduce al máximo la actividad 
metabólica de la semilla (Hong y Ellis, 1994); por lo tanto los cambios en la actividad 
enzimática pueden estar relacionados con la humedad de las semillas de granadilla.  
 
Los resultados muestran que la respuesta en la CAT varió entre los tratamientos: en un 
mismo tratamiento el comportamiento enzimático fue diferente entre las accesiones y el 
período evaluado. Esto puede estar relacionado con el efecto de la temperatura de cada 
uno de los tratamientos y con las fluctuaciones en el contenido de humedad de las 
semillas, ya que la actividad enzimática también está relacionada con las condiciones de 
temperatura y con la humedad de los tejidos seminales. En embriones de maíz extraídos 
y sometidos a desecación se encontró que aquellos que fueron congelados aumentaban 
su actividad enzimática catalasa a medida que el contenido de humedad tendía hacia un 
valor intermedio (30%), mientras que en semillas sin congelar esta respuesta fue 
contraria, ya que mostró mayor actividad de esta enzima en semillas con niveles de 
humedad muy bajos (cercanos a 0) o muy altos (cercanos a 60%), con tendencia a 
decrecer a los valores intermedios (Wen et al., 2010).  
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2.6 Conclusiones 
La humedad de las semillas de granadilla varió entre 7,4 y 11% durante todo el 
experimento, presentando buenos resultados en la conservación de la calidad fisiológica 
de las mismas; esto sugiere un comportamiento intermedio de las semillas de esta 
especie en el almacenamiento, 
 
En semillas de granadilla el contenido de humedad y el peso de 100 semillas mostraron 
variaciones significativas entre los períodos de almacenamiento evaluados, pero no 
presentaron la misma tendencia entre ellos. Indicando que la única variación en el peso 
de las semillas no es la fluctuación en el contenido de agua, sino también pérdidas de 
tejidos por desgaste de la cubierta. 
 
El almacenamiento en condiciones ambientales (48-66%HR y 17-24,2ºC) puede 
conservar la calidad fisiológica de las semillas de granadilla por periodos de 9 meses en 
condiciones de empaques permeables. 
 
Hubo una alta conservación de la calidad fisiológica de las semillas de granadilla en 
todos los tratamientos, a pesar de darse aumentos en el CH en algunos, excepto en las 
semillas almacenadas en cuarto frío y empacadas en bolsas de papel, las cuales 
mostraron una diminución casi total del PG y de la viabilidad. 
 
El efecto del ambiente y empaque de almacenamiento sobre la conservación de la 
calidad fisiológica de las semillas de granadilla depende de la accesión. A nivel general 
las semillas de PrJ2 presentan mayores PG en bolsas ziploc®, mientras las semillas de 
PrJ1 empacadas  en bolsas de papel a medio ambiente de laboratorio mostraron el PG 
más alto en este experimento, 75,3%. 
 
Las semillas de granadilla presentaron variación en el PG durante el almacenamiento, 
presentando disminución de esta variable a los 3 meses, hecho que coincide con la 
mayor disminución en la actividad enzimática neta de catalasa y de la proteína total 
soluble, sin variación aparente de la viabilidad.  Esto apoya los reportes previos que 
sugieren la existencia de latencia en las semillas de esta especie. 
   
La actividad de catalasa neta mostró una tendencia similar al PG, ya que disminuyó al 
tercer mes y después de eso aumentó, excepto en los tratamientos que registraron una 
disminución casi total del PG en los cuales dicha enzima no aumentó significativamente 
su actividad.  
 
A lo largo de los nueve meses de almacenamiento hubo un aumento casi constante de la 
actividad de catalasa por unidad de proteína en las semillas de granadilla, excepto en 
aquellas que presentaron disminución drástica del PG en los cuales esta variable 
permaneció casi constante durante el almacenamiento. 
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3. Análisis morfológico y anatómico de la 
cubierta de la semillas de granadilla 
(Passiflora ligularis Juss.) 
3.1 Resumen 
El estudio de la histología y morfología de las semillas del género Passiflora ha 
contribuido a generar herramientas prácticas de clasificación de especies. Sin embargo, 
el estudio de las semillas de granadilla no ha sido abordado desde ninguna de estas 
metodologías. Por lo anterior, con este estudio se buscó conocer las características 
tisulares y morfológicas de la cubierta seminal de las semillas de granadilla y así poder 
determinar su valor en la diferenciación de accesiones o su relación con el 
comportamiento germinativo de cada material. Para cumplir con este objetivo se adaptó 
una metodología para realizar cortes histológicos de la cubierta de las semillas de 
granadilla, con la cual se logró obtener cortes (7µ) que al microscopio óptico muestran 
claramente tres capas bien diferenciadas, pertenecientes posiblemente al exotegmen 
(interna), mesotesta (media) y exotesta (externa). Cada capa presentó diferencias en la 
forma de sus células, color y espesor, entre los cortes basales y los cortes medios de las 
semillas, y también entre las accesiones analizadas. En el análisis morfológico, todas las 
accesiones presentaron ornamentación falsifoveada y borde entero. Las semillas 
presentaron gran variación en peso y tamaño dentro de cada accesión; se destaca la 
accesión PmN por presentar mayor tamaño y peso y un color naranja característico, esta 
accesión también presentó los valores más altos en el PG después de un año de 
almacenamiento.  
3.2 Introducción 
El estudio de la morfología y anatomía de las semillas contribuye al conocimiento de la 
taxonomía, la evolución y la ecología de las especies de angiospermas (Cortez y 
Carmello-Guerreir, 2008).  
 
El uso de las características de la semilla para la identificación, clasificación y 
establecimiento de relaciones filogenéticas entre los taxa ha sido tema de varias 
investigaciones (Buth et al., 1987; Chuang y Lincoln, 1992; Perés-ortéz et al., 1995, 2002, 
2005, 2009). Las características de la superficie de la semilla son poco afectadas por las 
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condiciones ambientales, por lo que podrían reflejar el genoma de las plantas y así las 
relaciones filogenéticas entre éstas (Haridasan y Mukherjee, 1988). Las claves más 
exitosas utilizadas para la identificación de los taxa con base en características de la 
semilla incluyen caracteres como color, forma, tamaño y superficie. Chuang y Lincoln 
(1992) consideran estos caracteres de la semilla los más importantes para delimitar y 
organizar filogenéticamente los taxa. Asimismo, la presencia de estructuras como alas, 
papus, espinas y tricomas, la forma, tamaño y posición del embrión y su relación con el 
endospermo, son caracteres que contribuyen en el proceso de identificación de los taxa 
(Martin y Barkley, 1973). 
 
La poca cantidad de estudios en ontología de flores, frutos y semillas de las 
angiospermas ha generado dificultades en la clasificación de frutos y en la descripción 
correcta de las estructuras que cubren las semillas (Spjut 1994). Los estudios anatómicos 
de semillas en las pasifloras son escasos, más aún teniendo en cuenta la amplia 
diversidad y distribución de estas especies (Perez-Cortéz et al., 2009).   
 
Passiflora es el género más importante de la familia Passifloraceae y se encuentra 
representado por aproximadamente 500 especies. Este taxón presenta una amplia 
distribución, encontrándose plantas silvestres en las Américas, Indias Occidentales, Islas 
Galápagos, Australia, Sur-Este de Asia, Malasia, Polinesia y en algunas islas del Océano 
Pacífico (Vanderplank, 1990). 
 
Las especies del género Passiflora poseen muchas semillas adheridas al funículo sobre 
la pared del ovario y rodeadas por el arilo que recubre la semilla, el cual constituye la 
parte comestible del fruto (Werker, 1997). Las semillas de la familia Passifloraceae 
presentan una cubierta con células generalmente lignificadas, la cual no solo afecta la 
absorción de agua, sino que ofrece una resistencia al crecimiento del embrión (Cardozo, 
1988). 
 
Las capas de las semillas de pasifloras son desarrolladas de óvulos bitégmicos en las 
cuales se observa elongación celular radial desigual (Werker, 1997).  El arilo se inicia de 
un borde meristemático continuo alrededor de la parte distal del rafe, e incluye la región 
exoestomal. Los pigmentos del arilo se encuentran en los cromoplastos (Werker, 1997).      
 
MacDougal (1994) realizó una revisión taxonómica de la sección Pseudodysosmia del 
subgénero Decaloba del género Passiflora, y entre los caracteres utilizados en sus 
descripciones incluye la ornamentación de la superficie del cuerpo seminal. Esto ha 
permitido considerar las especies del género Passiflora como un excelente tema de 
estudio para caracterizar la morfología de la semilla con la finalidad de evidenciar el 
potencial taxonómico presente en dicha estructura para este género (Pérez-Cortéz et al., 
2005). 
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Al respecto, Pérez-Cortéz et al. (2005) realizaron una descripción anatómica de la 
cubierta de ocho especies de pasifloras y encontraron ocho patrones anatómicos 
diferentes y observaron una capa de macroesclereidas y una capa de células obliteradas 
en todas las especies estudiadas. Sin embargo, dentro de estas especies no estuvo P. 
ligularis. 
 
Las semillas de P. edulis presentan en la epidermis externa células de parénquima de 
empalizada, prismáticas y lignificadas con paredes gruesas reticuladas, que forman 
proyecciones cónicas dentro del endospermo nucelar. La endotesta presenta paredes 
gruesas, células prismáticas elongadas en las depresiones del tegmen y cuboides en los 
canales (Werker, 1997). 
 
Las semillas de P. ligularis son negras, comprimidas, relativamente pequeñas y de testa 
dura. Las semillas y el arilo tienen cerca del 17,6% de carbohidratos (Trujillo, 1983, 
Werker, 1997). Pérez-Cortéz et al. (2002) describen la semilla de P. ligularis con sección 
transversal media de forma elíptica, con base de forma aguda o agudo-truncada, 
ornamentación foveada o falsifoveada y borde entero. 
 
El objetivo de la presente investigación fue caracterizar la anatomía de la cubierta 
seminal de las semillas de granadilla, en cinco accesiones colectadas en zonas 
productoras del Sur del Huila. 
3.3  Materiales y métodos 
3.3.1 Localización 
Se realizaron colectas de granadilla en cultivos comerciales del sur del Huila en los 
municipios de La Argentina, San Agustín y Palestina, este último el mayor productor de 
granadilla a nivel nacional. Esta colecta se llevo a cabo durante una semana. Los frutos 
se llevaron al laboratorio de Fisiología Vegetal de la Facultad de Agronomía de la 
Universidad Nacional de Colombia en Bogotá para su caracterización fisicoquímica. En 
este mismo laboratorio se realizó la descripción morfológica de las semillas.  
 
El estudio histológico se realizó en el Laboratorio de Microbiología de la Facultad de 
Agronomía de la Universidad Nacional de Colombia-Bogotá.  
3.3.2 Material Vegetal 
De la evaluación fisicoquímica de los frutos de las accesiones colectadas de los tres 
municipios ya nombrados, se seleccionaron cinco accesiones que presentaron 
diferencias marcadas en características de fruto y semilla. Las accesiones seleccionadas 
corresponden al municipio de Palestina, tres en la vereda El Roble; PrJ1, PrJ2 
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(estudiadas en los capítulos anteriores) y PrJJ, y dos en la vereda La Mensura, que se 
denominaron como PmN y PmFD. 
 
PrJ1 y PrJ2 se han descrito en los capítulos anteriores, PmFD presenta una forma 
romboide, PmN un tamaño muy pequeño de fruto, con aparente tolerancia a la sequía y 
PrJJ presentó frutos ovoides de gran tamaño. PrJ1, PrJ2 y PrJJ provienen de la misma  
finca ubicada en la vereda El Roble, mientras PmN y PmFD provienen de la vereda La 
Mensura, ambas del municipio de Palestina-Huila.  
 
Para el estudio de estas semillas se realizó el procedimiento de limpieza nombrado en el 
capítulo dos (2.3.2), las semillas se almacenaron en bolsas de papel por un año en 
condiciones del laboratorio de Fisiología Vegetal. 
3.3.3 Cortes histológicos 
Se realizó la adaptación del protocolo ya existente en el laboratorio de microbiología para 
realizar cortes en el micrótomo. Para tal fin, se tuvo en cuenta que el objetivo de esta 
investigación era el análisis de la testa, mientras el protocolo presente en el laboratorio 
está diseñado para la elaboración de cortes de tejidos blandos (hojas, tallos, frutos, entre 
otras). Las principales adaptaciones metodológicas se hicieron en los procedimientos de 
ablandamiento de los tejidos, mediante la utilización de ácido clorhídrico y durante la 
fijación en la placa (anexo B). Para esta adaptación también se tuvo en cuenta la 
metodología seguida por Pérez-Cortéz et al. (2005) para el análisis de las semillas de 
otras especies de pasifloras. Todo este proceso se realizó bajo la tutoría del laboratorista 
Wadith de Leon y con el acompañamiento del equipo de trabajo del Laboratorio de 
Microbiología. 
 
Al final, con el protocolo adaptado, se realizaron cortes  de 7µ de la cubierta de las 
semillas de las cinco accesiones seleccionadas. Con ayuda del programa Scopephoto 
3.0 y de un microscopio óptico Micro BM2000 con cámara DCMC510 incorporada se 
realizó el registro fotográfico de los cortes. Se midió el grosor total de la cubierta y de 
cada una de las tres capas identificadas, en la zona media de la semilla y en la zona 
basal con ayuda del programa Imagepro Express 6.3 de Medicibernetic.inc. 
3.3.4 Análisis morfológico de las semillas de granadilla 
Se tomaron al azar 50 semillas de cada accesión a cada una de las cuales se les midió la 
masa, largo, ancho, grosor y número de fosetas, se calculó la relación: largo sobre 
ancho, se describió la profundidad de las fosetas, la presencia de apéndices en la base y 
en el ápice. Con este fin, se utilizó una balanza de precisión y un calibrador digital. En la 
descripción de la profundidad de las fosetas se crearon 3 categorías de acuerdo al 
porcentaje de fosetas con una profundidad considerable. 1: profundas, 2: medias y 3: 
superficiales. 
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Las semillas de granadilla en algunos casos presentan un apéndice a cada lado de la 
base y del ápice, en ocasiones solo presentan a un lado, en otras no presentan, esto 
también se describió numerando los apéndices presentes en cada parte de la semilla 
(ápice y base, ver fig.1 del cap. 2). Algunos de estos descriptores se adaptaron de la 
metodología utilizada por Perez-Cortez et al. (2002) para describir 54 especies de 
pasifloras, otros se implementaron durante la observación de las semillas de las 
diferentes accesiones.  
      
Finalmente, se realizó el registro fotográfico de las semillas de cada accesión con ayuda 
de un estereoscopio Nikon SMZ800 con cámara DSZMV integrada utilizando el software 
elements, en el laboratorio de entomología de la Facultad de Agronomía de la 
Universidad Nacional de Colombia (Bogotá). 
3.3.5 Germinación y viabilidad de las semillas de las cinco 
accesiones 
Se realizaron dos pruebas de germinación y viabilidad con las cinco accesiones, una con 
las semillas recién extraídas y otra con las semillas almacenadas por un año en bolsas 
de papel en condiciones de laboratorio (48-66%HR y 17-24,2ºC). Los parámetros de la 
prueba de germinación y de viabilidad fueron los mismos seguidos en los capítulos 
anteriores (2.3.2). 
3.3.6 Análisis estadístico 
El estudio histológico y morfológico fue netamente descriptivo. Para el análisis de la 
germinación se realizó un ANOVA y una prueba de Tukey (P<0,01) para determinar 
diferencias entre la germinación de las accesiones, en semillas recién extraídas y 
después de permanecer almacenadas por un año en bolsas de papel en condiciones de 
laboratorio (21ºC, 58%HR). Para esto se utilizó el paquete estadístico SAS 9.1.  
3.4 Resultados 
3.4.1 Cortes Histológicos 
Uno de los resultados más importantes, es el ajuste del protocolo para la realización de 
cortes histológicos de semillas de granadilla, puntualmente de la cubierta; el cual tuvo 
varios inconvenientes por la falta de metodologías detalladas para el corte de tejidos 
duros. Inicialmente, siguiendo la metodología utilizada por Perez-Cortez et al., (2002), los 
cortes obtenidos no eran de gran utilidad por el alto grado de apercianamiento y la 
pérdida casi total de la continuidad histológica, con las primeras adaptaciones a las 
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metodologías, se pudo mejorar la calidad de las imágenes obtenidas, como se puede 
observar en la figura 3-1, ya que con esta calidad se pudo tener una idea más clara del 
número de capas, proporción de cada una, formas de la testa, densidad celular, entre 
otras características de interés, sin embargo estos tejidos seguían presentando 
apercianamiento. 
 
Figura 3-1: Cortes histológicos iniciales de semillas de granadilla de a 40X (A), 10X 
(B) y 4X (C). Muestras coloreadas con fast-green y safranina (anexo B). 
 
 
A B C 
 
Finalmente, con el ajuste completo del protocolo se llegó a la calidad de las imágenes 
que se presentan en las figuras 3-2, 3-3 y 3-4, las cuales permitieron medir con mayor 
exactitud la extensión de la testa y de cada capa en las diferentes ondulaciones. En este 
caso, se pudieron diferenciar claramente tres capas de células.  
 
Figura 3-2: Características de la capa interna (cI) con macroesclereidas (Me), media 
(cM) y externa (cE) de la cubierta de la parte media (A) y basal (B y C) de semillas de 
granadilla (40X),        
A  
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                                       cI 
 
           cE                Me 
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 cI                      cM    cE 
 
            Me 
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                   cE     
 
 
      cI 
 
 
Las imágenes muestran una capa de macroesclereidas (Me) correspondiente, 
probablemente, al exotegmen, la cual constituye la capa de células más interna, 
caracterizada por presentar el espesor más uniforme de las tres capas en todas las 
accesiones, tanto en los cortes de la parte basal como de la parte media (fig. 2A). Esta 
capa presentó células cónicas, muy alargadas dispuestas de forma anticlinal, las cuales 
mostraron paredes engrosadas hacia la parte interna (endospermo) con el citoplasma 
dispuesto hacia las capas más externas el cual forma grandes espacios con la capa 
siguiente. Estas células presentan características de un alto grado de lignificación que 
deja poco espacio al lumen (figura 3-2A). Esta característica fue más notoria en la parte 
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media que en la parte basal de la semilla, ya que en esta última el engrosamiento era 
más uniforme y el citoplasma celular era más reducido (figura 3-2B). Las diferencias 
entre la figura 3-2A con 3-2B y 3-2C se deben al ángulo en que estaba la semilla para su 
corte, los múltiples círculos observados en la figura 3-2 B y C corresponden a una misma 
capa, y van reduciendo su tamaño debido a que son varios cortes transversales de las 
células con forma cónica.  
 
La capa interna presenta cambios entre la parte media de las semillas y la parte basal, en 
la parte basal incluso parece que existiera variación en el número de capas por la gran 
variación en el tamaño y en la forma de las células de esta capa, principalmente hacia la 
parte de los apéndices presentes en la cubierta (figura 3-2C).   
 
En la parte media de la semilla, el exotegmen presenta ondulaciones graduales, lo cual 
es característico de la cubierta de las semillas de la familia pasiflorácea, y estas 
ondulaciones son las que forman las fosetas (Corner, 1976).  
 
Las dos capas más externas, al parecer hacen parte de la testa y representan la 
mesotesta y exotesta. La capa intermedia, que en este caso posiblemente corresponde a 
la mesotesta, se caracterizó por presentar gran fluctuación de tamaño, ya que en la zona 
correspondiente a las fosetas presentó gran espesor (figura 3-3A y B), mientras que en el 
resto de la superficie, esta capa fue más angosta que la capa de macroesclereidas 
(figura 3-2 A, B, C, 3-3D y F).  
 
Figura 3-3: Variación en la forma de a capa media (cM) de la cubierta de las semillas 
de granadilla conformada por células taníferas (Ct) (40X). 
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Las células que componen esta capa (media) presentaron variación en su color, forma y 
grosor de sus paredes, así como también varió el número de capas de células. El color 
varió de un café claro (figura 3-3C y E) a tonos muy oscuros (figura 3-3A) cercanos al 
negro (figura 3-3D), esta pigmentación puede estar relacionada con la presencia de 
taninos. La variación en el grosor de las paredes puede indicar la lignificación de esta 
capa en algunas zonas (fosetas) (figura 3-3A y B), mientras que en otras parecen células 
taníferas con pared celular delgada y citoplasma vivo (figura 3-3F). Los colores más 
oscuros y las paredes celulares de mayor grosor se presentaron hacia la parte basal 
(figura 3-3 A y D), sin observarse patrones únicos de cada accesión. 
    
Figura 3-4: Capa externa (cE) de células hialinas (Ch) vista a 10X (A) y a 40X (B) y 
capa de células obliteradas (cCO) a 40X(C). 
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La capa de células obliteradas, reportada en las semillas de  otras especies de pasifloras, 
en este caso no se observó, sin embargo, un corte de la parte basal de las semillas de la 
accesión PmFD mostraron una capa similar (figura 3-4C).    
 
Finalmente, la capa más externa, la exotesta, presentó células hialinas de tipo 
muscilaginoso (figura 3-2 A, B, C, 3-3F, 3-4 A y B ) que pueden conformar la capa 
brillante y delgada que se observa en las semillas de granadilla a simple vista. Esta capa 
ya ha sido reportada en las semillas de pasiflora por Corner (1976). El grosor de esta 
capa varió ampliamente, e incluso, en un mismo corte se observó que la presencia de 
esta capa no era continua en los cortes de la parte media de las semillas, hacia la parte 
basal esta capa mostró un grosor muy uniforme (figura 3-2B). La única accesión que 
presentó en todos los cortes esta capa de forma continua fueron los pertenecientes a la 
accesión PrJJ (figura3-2A).       
 
La capa media presentó mayor grosor promedio (102,6 µ) en PmN mientras la capa 
interna más gruesa la presentó PrJ2 (271,3 µ) (tabla 3-1).  
 
En la zona media de la semilla, PrJJ presentó el mayor grosor promedio de la capa 
externa (84,01 µ) y el menor de las capas media (48,2 µ) e interna (197,2 µ) (tabla 3-1).  
 
En cuanto a los valores extremos (máximo y mínimo) del ancho de las capas, la parte 
media de la semilla presentó los valores más extremos en la accesión PmN, para todas 
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las capas (tabla 3-1) menos para la capa media, donde la accesión PmN presentó mayor 
variabilidad (14,8-350,79 µ) (tabla 3-1). 
 
Tabla 3-1: Ancho total y de cada capa (externa, media e interna) en la zona media de 
las semillas de las accesiones de granadilla seleccionadas. 
 
    PrJ1 PrJ2 PrJJ PmFD PmN 
Total        
(µ) 
Promedio 320,92 264,59 218,67 291,07 279,51 
Máximo 779,33 409,80 241,45 558,05 363,28 
Mínimo 189,62 180,16 181,57 219,93 183,35 
C. interna    
(µ) 
Promedio 266,44 271,35 197,20 224,48 254,20 
Máximo 570,23 400,71 335,12 348,66 460,77 
Mínimo 158,00 159,45 134,37 167,39 182,96 
C. media    
(µ) 
Promedio 66,93 89,58 48,22 88,19 102,69 
Máximo 253,72 270,68 78,07 350,79 304,82 
Mínimo 21,62 30,96 22,63 14,88 35,63 
C. externa    
(µ) 
Promedio 23,58 68,49 84,01 67,68 51,65 
Máximo 248,45 90,13 146,78 192,53 173,70 
Mínimo 0,00 4231 64,79 0,00 0,00 
 
Las accesiones PrJ2 y PrJJ presentaron continuidad la capa externa, con un grosor 
mínimo de 42,3 µ y 64,7 µ respectivamente, en el resto de las accesiones se presentó sin 
continuidad en los cortes. La capa media fue más homogénea en PrJJ que mostró 
valores muy cercanos en todos los casos (desde 22,6 µ hasta 78,1 µ), el resto de las 
capas en todas las accesiones presentó alta variabilidad (tabla 3-1). 
 
Las capas en todos los casos mostraron tendencia a aumentar su grosor en la parte 
basal, excepto la capa media. PmN solo presentó un aumento considerable en la capa 
externa (tabla 3-2).   
 
En los cortes de la parte basal se vuelve a destacar PmN por presentar las capas externa 
y media con mayor grosor, 610,9 µ y 311,6 µ, respectivamente (tabla 3-2). 
 
Se puede apreciar que es común encontrar valores extremos en los cortes una misma 
accesión incluso en una misma zona de la semilla, sin embargo la capa media de PrJJ 
presentó valores entre 26,4 µ y 72,2 µ, muy similares a los presentados en los cortes de 
la parte media de la semilla, lo cual indica que es un capa de grosor poco variable en las 
semillas de esta accesión. En este caso también se destacó la homogeneidad de la capa 
media en PrJ1 con valores entre 15,9 µ y 46µ (tabla 3-2). 
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Tabla 3-2: Ancho total y de cada capa (externa, media e interna) en la zona basal de 
las semillas de las accesiones de granadilla seleccionadas. 
 
    PrJ1 PrJ2 PrJJ PmFD PmN 
Total        
(µ) 
Promedio 474,49 346,66 390,84 347,88 235,00 
Máximo 790,68 692,58 739,89 744,50 554,49 
Mínimo 278,67 192,62 267,19 251,72 131,12 
C. interna    
(µ) 
Promedio 379,83 334,53 325,48 340,48 252,08 
Máximo 751,11 544,46 527,43 508,48 298,66 
Mínimo 237,17 175,36 166,35 222,66 221,47 
C. media    
(µ) 
Promedio 33,87 94,64 44,79 33,74 92,84 
Máximo 46,03 150,25 72,22 71,30 378,69 
Mínimo 16,00 21,46 26,43 18,27 44,44 
C. externa    
(µ) 
Promedio 79,69 128,93 84,80 62,45 279,62 
Máximo 201,92 180,49 128.26 117,64 610,99 
Mínimo 0,00 0,00 44.79 0,00 84,07 
 
En todos los casos, los valores máximos se dan en las capas que conforman los 
apéndices. Las ondulaciones que forman las fosetas pueden generar los mayores valores 
para la capa media y los menores para la capa interna, como se observa en la figura 3-3. 
3.4.2 Descripción morfológica de las semillas de granadilla 
Entre las accesiones no existen diferencias apreciables en algunas características de la 
cubierta seminal como el tipo de ornamentación, ya que en todos los casos fue 
falsifoveada, es decir que presentaban fosetas o fóveas asimétricas: más profundas y 
mejor delimitadas hacia un lado (Perez-Cortéz et al.,  2002). Todas las semillas 
presentaron borde entero y cuerno apical central (fig. 5-9), lo cual está de acuerdo con lo 
descrito previamente por Perez-Cortéz et al. (2002).  
  
Al contar el número de apéndices presentes en la zona apical y basal de las semillas se 
encontró que pueden presentar hasta dos apéndices por zona o no presentar, sin 
embargo el número de apéndices no fue exclusivo de cada accesión. Las semillas de 
PmFD presentaron mayor número de semillas sin apéndices apicales o basales (figura 3-
8 A).  
 
Las semillas secas presentaron los siguientes colores: amarillo pálido, negro, naranja, el 
más común fue el color café; los cuales se presentaban solos o en combinaciones en una 
sola semilla (figuras 3-5 a 3-9 A). Al hincharse la semilla con la imbibición, se pierden las 
fosetas para quedar una superficie lisa. La capa membranosa que rodea la semilla se 
puede perder parcial o totalmente (figuras 3-5 a 3-9 B). 
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Figura 3-5: Semillas de PrJ1 en estado seco (A), húmedo (B) y parte interna (C). 
cuc= cuerno central, ApA= apéndice apical, ApB= apéndice basal, cb=cuerno basal, 
Ca= calaza. 
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En estado seco las semillas de PrJ1 presentaron en todos los casos coloración 
combinada en las semillas: café claro y negro (figura 3-5A), mientras en estado húmedo 
fueron de color negro (figura 3-5B). En esta semilla fue común la presencia de apéndices 
apicales y basales en ambos lados (der. e izq.) de la semilla (figura 3-5A). La presencia 
de fosetas fue muy desuniforme en estas semillas (figura 3-5A). En la figura 5C se puede 
apreciar la calaza hacia la parte apical de la semilla, que para este caso fue de color 
café. Se observó la presencia de un cuerno basal en muy pocos casos (figura 3-5B), este 
fue mucho más pequeño que el cuerno central (figura 3-5A).  
 
Figura 3-6: Semillas de PrJ2 en estado seco (A), húmedo (B) y parte interna (C). 
 
A  B  C  
 
Las semillas de PrJ2 en algunos casos presentaron una coloración negra en toda la 
superficie (figura 3-6A), también se observaron semillas con coloraciones amarillas 
parciales o totales. Las fosetas en estas semillas presentaron alta uniformidad (figura 3-
6A). En estado húmedo la coloración fue muy oscura y pareja (figura 3-6B). En esta 
semilla no fue tan común la presencia de apéndices apicales o basales. En ningún caso 
se presentó un cuerno basal.  
 
68 Morfología y  tratamientos pregerminativos de semillas de granadilla 
(Passiflora ligularis juss) 
 
Figura 3-7: Semillas de PrJJ en estado seco (A), húmedo (B) y parte interna (C). 
cmu=capa muscilaginosa, cb=cuerno basal, Ca= calaza. 
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Las semillas secas de PrJJ presentaron en todos los casos coloración combinada en las 
semillas: café y negro (figura 3-7A). Las fosetas presentaron alta uniformidad en la 
mayoría de las semillas (figura 3-7A). En la figura 3-7B se observa el color negro de las 
semillas imbibidas y se parecía la capa muscilaginosa que rodea toda la semilla pero que 
se puede perder fácilmente por contacto con otras superficies. Esta capa parece ser la 
capa de células hialinas que se observó en los cortes histológicos (figura 3-2A, B, 3-3F, 
3-4A y B). En estas semillas fue común la presencia de apéndices apicales, mientras los 
basales se presentaron en menor proporción. En la figura 7C se observa el tejido calazal 
de color amarillo. Se observó un cuerno basal en algunas semillas (figura 3-7B).  
 
Figura 3-8: Semillas de PmFD en estado seco (A), húmedo (B) y parte interna (C). 
 
A  B  C  
Fue muy común encontrar semillas de PmFD con diferentes tonalidades cafés y sin la 
presencia de color negro (figura 3-8A). Las fosetas en estas semillas no fueron uniformes 
(figura 3-6A). Las semillas imbibidas fueron negras (figura 3-6B).Esta accesión fue la que 
presentó menos apéndices, no fue una característica común. En ningún caso se presentó 
un cuerno basal.  
 
PmN fue la única accesión cuyas semillas, en estado seco, presentaron el color naranja 
que se observa en la imagen 3-9A, esta coloración estuvo presente en todas las semillas 
de esta accesión, sola o combinada con café y/o negro. Al imbibir, estas semillas 
presentaron color negro (figura 3-9B). En esta semilla fue más común la presencia de 
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apéndices apicales que basales (figura 3-9A). Las fosetas presentaron alta uniformidad 
(fig. 9A). No se observó el cuerno basal observado en PrJ1 y PrJJ. 
 
Figura 3-9: Semillas de PmN en estado seco (A), húmedo (B) y parte interna (C). 
 
A  B  C  
 
Internamente, las semillas no presentaron diferencias aparentes entre las accesiones, en 
todas, el embrión fue recto y se situó hacia la parte central de la base, la mayor parte del 
espacio interno es ocupado por los cotiledones, que dejan un espacio reducido al 
endospermo el cual rodea dichos órganos y ocupa los espacios laterales al embrión 
(figura 3-5 a 3-9C).     
 
La accesión con la mayor longitud promedio de semillas (7,42mm) fue PmN que presentó 
valores entre 7,11 y 7,88 mm. Esta última accesión también mostró los mayores valores 
del ancho y del grosor, presentando valores entre 4,12 y 4,7mm, y 1,73 y 2,07 mm 
respectivamente. El resto de las accesiones presentaron anchos entre 3,38 y 4,38mm; 
ambos valores se registraron en la accesión PmFD. El grosor mínimo se dio en las 
semillas de la accesión PrJJ con 1,42mm y el máximo en PrJ2 con 1,86 mm.  
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Tabla 3-3: Largo, ancho, grosor, relación largo sobre ancho (L/A), peso y número de  
fosetas de semillas de granadilla de cinco accesiones diferentes. 
 
    PrJ1 PrJ2 PrJJ PmFD PmN 
Largo     
(mm) 
Promedio 6,98 6,65 6,80 6,89 7,42 
Máximo 7,88 7,24 7,07 7,17 7,88 
Mínimo 6,35 6,03 6,41 6,20 7,11 
Ancho    
(mm) 
Promedio 4,06 3,90 3,96 4,18 4,43 
Máximo 4,32 4,18 4,33 4,38 4,70 
Mínimo 3,62 3,48 3,65 3,38 4,12 
Grosor    
(mm) 
Promedio 1,73 1,73 1,68 1,63 1,91 
Máximo 1,93 1,86 1,79 1,75 2,07 
Mínimo 1,57 1,53 1,42 1,42 1,73 
L/A 
Promedio 1,72 1,70 1,73 1,65 1,68 
Máximo 1,98 1,85 1,86 1,83 1,79 
Mínimo 1,57 1,57 1,01 1,58 1,56 
Peso     
(mg) 
Promedio 28,44 26,24 27,02 23,77 35,62 
Máximo 33,00 30,00 30,30 28,20 39,60 
Mínimo 14,10 22,40 16,00 12,60 30,10 
No. de 
fosetas 
Promedio 28,22 29,12 31,33 37,24 30,72 
Máximo 40,00 40,00 38,00 51,00 37,00 
Mínimo 21,00 22,00 22,00 26,00 25,00 
 
 
La accesión PrJJ presentó valores muy variables de L/A, presentado semillas muy 
redondeadas (1,01) y también alargadas (1,86), con mayor tendencia a ser alargadas, ya 
que presentó el valor medio más alto (1,73); en el resto de las accesiones ningún valor 
fue menor a 1,56 (tabla 3-3). 
 
Mientras las demás accesiones presentaron masas de cada semilla entre 12,6 mg 
(PmFD) y 33mg (PrJ1), PmN presentó masas desde 30,1mg hasta 39,6 mg (tabla 3-3).  
 
El número de fosetas fue muy variable entre las semillas pertenecientes a cada accesión, 
presentándose un mínimo de 21 fosetas (PrJ1) y un máximo de 51 (PmFD) (tabla 3-3). 
En todas las variables la accesión que presentó menor variación fue PmN (tabla 3-3).      
 
La figura 3-10 indica que existen diferencias significativas entre las accesiones para el 
PG (P<0,01) tanto en semillas recién extraídas como en aquellas almacenadas por un 
año,  y también en el porcentaje de semillas viables (P<0,05) después de un año de 
almacenamiento.  Con semillas recién extraídas, la accesión que presentó mayor PG fue 
PrJ2 (59,25%) seguido por PrJ1 (49,5%), mientras que después de un año de 
almacenamiento PmN fue la que alcanzó mayor PG (89,5%). Todas las accesiones 
presentaron un aumento en el PG con el almacenamiento; siendo mayor para el caso de 
Análisis morfológico y anatómico de la cubierta de la semillas de granadilla 
(Passiflora ligularis Juss.) 
71
 
PmN y PrJJ, con 65,6 y 57,6% de aumento respectivamente, excepto PmFD que redujo 
su PG del 40,5% al 14%, siendo el PG más bajo de este experimento (Figura 3-10). 
 
La viabilidad en todos los casos presentó altos porcentajes y no mostró diferencias entre 
las accesiones en las semillas recién extraídas, luego de un año de almacenamiento, 
PmFD tuvo una disminución significativa con respecto a las demás accesiones (P<0,05). 
 
Figura 3-10: PG (A) y viabilidad (B) de semillas de cinco accesiones de granadilla 
recién extraías (azul) o almacenadas por un año (rojo) en condiciones de laboratorio. 
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3.5 Discusión 
3.5.1 Histología 
Uno de los mayores logros de esta investigación fue haber ajustado el protocolo de 
microtomía hasta llegar a la calidad de cortes que se pueden apreciar en los resultados. 
Se tuvo la posibilidad de poder colorear los tejidos con diferentes procesos, sin embargo 
no se hizo para poder observar posibles diferencias de coloración entre accesiones o 
zonas de cada semilla. Esto permitió determinar que la pigmentación fue más oscura en 
los tejidos basales que en los tejidos de la zona media de las semillas, pero entre las 
accesiones no se presentaron diferencias claras al respecto. Pérez-Cortéz et al. (1995, 
2005, 2009), a pesar de haber profundizado en el estudio anatómico de las semillas de 
pasifloras, no han podido realizar la  inmersión en colorantes por pérdida del tejido. Esto 
sugiere un avance importante y un aporte al estudio no solo de las semillas de  esta 
especie, sino también de especies con cubiertas seminales endurecidas.  
 
Como se puede apreciar en las imágenes de los cortes histológicos, en semillas de 
granadilla se presentó una capa de macroesclereidas, una capa de células taníferas y 
una capa de células transparentes, pero no se presentó la capa de células obliteradas 
reportada en todas las especies hasta ahora estudiadas, solamente un corte de la parte 
basal de la semilla de PmFD presentó una capa discontinua de este tipo de células. 
 
Trabajos sobre la anatomía de la cubierta seminal en especies del género  Passiflora 
señalan que está constituida por una o dos capas externas de células transparentes, una 
capa media de macroesclereidas  y una capa interna de células obliteradas (Raju, 1955; 
Martín y Barkley, 1973; Corner, 1976, Pérez-Cortéz et al., 1995, 2005, 2009). La cubierta 
seminal en especies del  género Passiflora está formada por dos tegumentos, del 
tegumento externo se originan la capa más externa de la cubierta seminal y la capa 
multiplicativa; del tegumento interno se origina la capa de macroesclereidas y la capa de 
células obliteradas (Raju 1955). La capa de  macroesclereidas y la capa de células 
obliteradas se han identificado en el patrón anatómico de la cubierta seminal de las 
especies reportadas en la literatura, por esta razón se llegó a sugerir que estas capas 
pudieran ser comunes para todas las especies del género y que probablemente fuera 
una características de éste. Sin embargo, Raju (1955), en la descripción anatómica de la 
cubierta seminal de Adenia venenata (Passifloraceae), no reporta la capa de 
macroesclereidas. 
  
Los resultados acá expuestos, en granadilla, constituyen otra excepción a la regla, ya 
que a diferencia de A. venenata  estas semillas si presentaron la capa de 
macroesclereidas, pero no fue común la presencia de células obliteradas. Cabe resaltar 
que hace falta afinar la metodología para obtener una mejor conservación de los tejidos 
más blandos de la semilla, lo cual, pudo afectar la visualización de capas más internas.  
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Las semillas de granadilla presentaron un grosor promedio de 318µ, con valores entre 
218 µ y 474µ, con la posibilidad de extenderse hasta 790 µ en la parte de los apéndices. 
P. alata y P. laurifolia presentaron cubiertas más gruesas con grosores promedio de 512 
µ y 407µ, respectivamente. P. edulis, P. maliformis, P. quadrangularis y P. nítida 
presentan valores inferiores, 123 µ, 188 µ, 267 µ y 260 µ, respectivamente. Esto sugiere 
un grosor medio de las cubiertas seminales de granadilla con respecto a otras pasifloras. 
 
Entre algunas especies emparentadas el patrón anatómico de la cubierta seminal es 
uniforme mientras que entre otras es variable, esta característica hace que pueda ser de 
gran utilidad en la interpretación taxonómica  (Netolitzky 1926, Werker, 1997, Peréz-
Cortéz et al., 2009). En el género Passiflora, la caracterización morfoanatómica de la 
cubierta seminal en las especies estudiadas del subgénero Passiflora, series Lobatae  (P.  
gritensis,  P. pallens,  P. spectabilis,  P. subpeltata),  Dysosmia  (P. foetida),  Incarnatae  
(P. incarnata) e  Imbricatae (P. sidiifolia) (Killip 1938 citado por Peréz-Coréz et al., 2009), 
muestra que el  patrón anatómico de la cubierta es especie específico  y que la 
ornamentación de la cubierta permite formar  grupos. Adicional a esto, otros autores han 
destacado la utilidad de de la semilla en el diagnóstico de especies de este género 
(Deginani, 2001, Peréz-Cortéz et al., 1995, 2002, 2005, 2009).  
 
No se han realizado estudios que relacionen las características de las cubiertas entre 
especies cercanas a la granadilla (subgénero Passiflora) con características morfológicas 
de la planta. Killip en 1938 (citado por Peréz-Cortéz et al., 2009) encontró que los 
caracteres de la cubierta seminal en especies de Passiflora, subgénero Plectostemma, 
están asociados con el tipo de pecíolo y éste es de importancia para la clasificación de 
especies, así las especies sin glándulas peciolares tienen semillas con superficie seminal 
transversalmente surcada y en especies con pecíolos glandulíferos la superficie es 
reticulada o alveolada.  
3.5.2 Morfología y germinación 
Las semillas de granadilla húmedas presentaron un color negro en toda la superficie de 
la semilla, lo cual está de acuerdo con lo reportado Perez-Cortéz et al. (2002) en el 
análisis morfológico de las semillas de 51 especies del género Passiflora, quienes 
encontraron que en todos los casos las semillas eran monocromáticas. Sin embargo, en 
estado seco cada semilla presentó entre uno y tres colores, siendo característico el color 
naranja de una de las accesiones (PmN) que no se presentó en las semillas de ninguna 
otra. 
 
Las semillas de las accesiones de granadilla presentaron una ornamentación de la 
superficie uniformemente distribuida en la zona central de la semilla, pero está ausente 
en el ápice y en el micrópilo, y en algunos casos, en la zona de borde de la semilla, 
donde en caso de estar presente puede ser diferente al resto de la superficie. Esto 
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concuerda con lo reportado por Perez-Cortéz et al. (2002) en la descripción de las 
semillas de P. ligularis. Para el caso de las especies pertenecientes al género Passiflora, 
las características seminales pueden ser consideradas caracteres taxonómicos ya que 
han demostrado ser un rasgo distintivo que permite la identificación de especies (Perez-
Cortéz et al., 2002).  
 
Una ventaja del uso de estas características en taxonomía del género Passiflora, es la 
relativa facilidad para poder estudiarlas, si se tiene en cuenta que en otras especies se 
requiere de microscopía electrónica de barrido para el estudio de la superficie seminal, 
mientras que para el caso de las semillas de pasifloras se ha logrado describir las 
semillas y crear claves artificiales solo con el uso de un estereoscopio (Perez-Cortéz et 
al., 2002).  
 
Gran parte de las ventajas que ofrecen estas características de las semillas se deben a 
las diferencias que existen entre especies, sin embargo su valor diagnóstico entre 
accesiones de una misma especie, no es tan contundente ya que la cubierta de las 
semillas es muy similar. A pesar de estas limitantes, de las accesiones estudiadas se 
diferenciaron claramente las semillas de la accesión PmN las cuales presentaron un color 
naranja característico y presentaron tamaño y peso mayores a los de las otras 
accesiones.     
 
Los caracteres con uso para identificar especies no tienen gran variación con el clima 
(Barthlott 1984), sin embargo variables como el peso y el tamaño pueden tener gran 
variación con las condiciones climáticas de desarrollo de la semilla (Copeland y 
McDonald, 2004). En este caso, las semillas provenían de dos fincas con manejo de 
cultivo, y posiblemente clima, diferente. A pesar de eso, las semillas de la accesión PmN 
presentaron mayores valores en peso y tamaño que las semillas del resto de las 
accesiones incluyendo PmFD que se encontraba en la misma finca. Esto sugiere un 
componente genético que está influenciando el tamaño de las semillas de granadilla y 
que en este caso puede ser diferente entre las accesiones seleccionadas. La relación L/A 
fue mayor para las accesiones provenientes de la vereda El Roble (PrJ1, PrJ2 y PrJJ) 
que para aquellas de la vereda La Mensura (PmFD y PmN), y aunque las diferencias no 
son altas, es de destacar la similitud en los valores de estas últimas a pesar de las 
grandes diferencias en tamaño y peso que se observaron entre ellas.  
 
Relacionado con lo anterior, se ha reportado que el tamaño de las semillas se relaciona 
con su capacidad germinativa. Es ampliamente aceptado que las semillas grandes 
aumentan las posibilidades de emergencia en un amplio rango de ambientes. Dentro de 
un mismo lote de semillas, aquellas con mayor peso tienen mayores reservas 
almacenadas y por lo tanto su vigor es mayor (Bennett, 2004). Esta puede ser la razón 
para que las semillas de la accesión PmN presentaran tan altos PG después del 
almacenamiento, pues fueron las semillas que alcanzaron mayores tamaños y pesos de 
todas las accesiones.    
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Sin embargo, PmN presentó bajos PG cuando con las semillas recién extraídas y, al igual 
que la mayoría de las accesiones, el PG aumentó después de un año de 
almacenamiento, lo cual continúa reforzando la afirmación sobre la existencia de latencia 
en las semillas de granadilla. 
3.6 Conclusiones   
La cubierta de las semillas de granadilla presenta tres capas bien diferenciadas en la 
forma y color de sus células, tamaño y ondulaciones. 
 
La cubierta seminal presenta diferencias en el grosor y la densidad celular entre la parte 
media y la parte basal de las semillas, presentando tejidos más densos hacia la parte 
basal. 
 
La capa de células obliteradas, comúnmente encontrada en cortes realizados en las 
semillas de otras especies de pasifloráceas, no fue común en los cortes de semillas de 
granadilla. 
 
La ornamentación de la cubierta y el borde de la semilla no presentaron diferencias entre 
las accesiones de granadilla analizadas, en todos los casos presentaron cubierta 
falsifoveada con borde entero. 
 
Las semillas de todas las accesiones presentaron entre uno y tres colores en una sola 
semilla, PmN fue la única que presentó color naranja.  
 
El peso y tamaño presentó alta variabilidad entre las semillas de cada accesión, excepto 
aquellas pertenecientes a PmN que presentaron mayor uniformidad en estas variables y 
con mayores valores de las mismas.   
 
PmN presentó el mayor tamaño y peso y a la vez el mayor PG después de un año de 
almacenamiento, lo cual sugiere que el tamaño influye sobre la calidad de las semillas de 
granadilla. 
Con excepción de la accesión PmFD, todas las accesiones mostraron aumento de la 
germinación después de un año de almacenamiento en condiciones de laboratorio. 
 
 

  
 
A. Anexo: Metodología de 
evaluación de protocolos para 
actividad enzimática en semillas de 
granadilla.  
 
Preparación de muestras 
 
1. Se colocan cerca de tres gramos de semilla seca en el mortero y luego se agrega 
nitrógeno líquido, lo suficiente para cubrir las semillas y luego se macerar hasta 
obtener gránulos muy finos. El macerado se pone en tubos falcon y se almacena 
a  -20 ºC.  
 
2. Para la extracción de enzimas se toman 100 mg de macerado de semillas y se 
ponen con 10 mg de PVPP, cada muestra por triplicado. Esto se somete al vortex 
por 5 min para homogenizar.    
 
3. A la mezcla se adicionan 4 mL de buffer fosfato de sodio 110mM, pH 7,2. La 
solución se incuba durante 1 h sobre cama de hielo (4 ºC) en constante agitación 
en agitador horizontal. 
 
4. Se centrifuga por 1 hora a 6000rpm y 4ºC. 
 
5. Se separa 1 mL del sobrenadante (extracto enzimático) para la determinación 
inmediata de la actividad CAT, el restante se puede congelar a -20ºC por 6 días 
para la determinación de proteína o de actividad POD. 
 
Protocolo para la determinación de actividad catalasa en 
semillas de granadilla 
 
1. Se toman 18 erlenmeyer y en cada uno se ponen 10mL de agua destilada y 1mL 
de ácido sulfúrico, en otros nueve se ponen 0,03g de oxalato de potasio más 10 
mL de agua destilada y 2 mL de ácido sulfúrico.  
 
2. Se toman nueve tubos de ensayo para preparar las soluciones con el extracto 
enzimático de la muestra y otros nueve para preparar las soluciones blanco. Los 
blancos consisten en 1mL de buffer pH 7,6, 1ml de ácido sulfúrico, 250µL de 
extracto enzimático y 600µL de peróxido de hidrógeno. Para preparar las 
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soluciones del extracto enzimático se mezcla 1mL de buffer pH 7,6, 250µL de 
extracto enzimático y 600µL de peróxido de hidrógeno.  
 
3. Inmediatamente después de agregar el peróxido de hidrógeno a las soluciones, 
se ponen a 37ºC por cinco minutos exactos. Luego de este tiempo se agrega 1mL 
de ácido sulfúrico a las soluciones con extracto enzimático. 
 
4.  Se vierte el contenido de los tubos de ensayo en los erlenmeyer con las 
soluciones que no tienen oxalato de potasio. Se procede a titular todos los 27 
erlenmeyer: 9 con extracto enzimático, 9 blancos y 9 soluciones de oxalato de 
potasio, con permanganato de potasio filtrado.  
 
5. Finalmente, con los datos de la titulación con permanganato de potasio se calcula 
la cantidad de peróxido consumido en la reacción que permite el cálculo de la 
actividad enzimática catalasa. 
 
Determinación de proteína para cálculo de actividad 
catalasa 
 
1. En una celda de cuarzo se ponen 25 µL de extracto enzimático y 200 µL de 
reactivo Bradford, esto se hace por triplicado.  
 
2. La celda se pone en agitación por cinco minutos y luego se pone en el 
espectrofotómetro para evaluar la absorbancia de cada pozo a 590nm.  
 
3. En otra celda de cuarzo, se ponen 25 µL de BSA (Bovine Serum Albumin) tanto 
en el primero como en el segundo pozo, al segundo pozo se le agregan 25 µL del 
mismo buffer fosfato utilizado para la extracción de la catalasa pero sin PVPP y se 
mezcla bien con la micropipeta. luego, se extraen 25 µL de la solución de ese 
pozo; este proceso se repite otras cinco veces para tener al final 7 pozos con el 
mismo volumen (25 µL) y la mitad de la concentración de BSA del pozo anterior. 
En dos pozos adicionales se ponen 25 µL del buffer. Esto se hace por triplicado y 
a cada pozo se agregan 200 µL de reactivo Bradford. Se debe cambiar la punta 
de la micropipeta en cada pozo.    
 
4. Esta celda se pone en el espectrofotómetro y se mide la absorbancia de cada 
pozo a 595nm. Al final se calcula la cantidad de BSA presente en cada pozo. 
 
5. Se crea una curva de µg de BSA (eje x) contra absorbancia a 590nm (eje y).  
 
6. Al final, por regresión lineal se halla la ecuación de la recta que se forma y se 
despeja la variable X, que indica la cantidad de proteína, y se reemplaza la 
variable Y por los valores de absorbancia determinados en el paso anterior.         
 
 
 
 
  
 
B. Anexo: Protocolo para la 
obtención de cortes histológicos con 
el micrótomo. 
1. Se someten las semillas a deshidratación en soluciones alcohólicas al 70%, 80%, 
90% y 96% por 1d en cada concentración.  
 
2. Se hace la inclusión de las semillas en parafina líquida por 1 d y se mantiene a 
60ºC. 
 
3. Se ponen las semillas en bloques de parafina y se dejan solidificar a 4 ºC. 
 
4. Se toman los bloques de parafina donde se encuentran las semillas, se llevan al 
micrótomo y se hace un corte inicial hasta dejar expuesta la cubierta.  
 
5. Cuando la parte de la cubierta seminal que se quiere analizar está expuesta, se 
ponen estas muestras en agua muy fría por media hora y entre 1 día en una 
solución de ácido clorhídrico al 50%, asegurando que la parte de los tejidos quede 
totalmente expuesta al ácido, este procedimiento se hace para ablandar los 
tejidos de la cubierta y así evitar que se astillen durante los cortes.  
 
6. Se devuelven los bloques de parafina al micrótomo, se desbasta el bloque de 
parafina, de tal forma que el bloque de parafina alrededor de la semilla quede 
más angosto para facilitar y asegurar un buen corte. Se realizan varios cortes y se 
obtienen algunas tiras de parafina con los respectivos cortes histológicos. 
 
7. Estas tiras se dejan flotando en agua tibia por media hora, luego se ubican sobre 
el portaobjetos y se deja secar por 12 h a 70ºC.   
 
8. A esta tira se le pone una capa muy fina de albúmina de Mayer, teniendo cuidado 
de no dejar grumos y se deja secar por media hora. 
 
9. Estas placas se sumergen en xilol por 10 min, esto se hace dos veces, 
cambiando el xilol para la segunda vez. Luego se hace lo mismo con etanol al 
96%. Se sumergen las placas en safranina por 3 h, se lavan con agua y 
finalmente se sumergen en fast green por 1 h y se observan al microscopio. 
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